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Les neutrophiles sont une composante incontournable de l'immunité innée. Ils exercent une 
grande influence sur l’immunité et la mise en place de la réponse inflammatoire. L’étude du 
neutrophile, de ses multiples réponses fonctionnelles et de ses diverses cascades de 
signalisation est nécessaire pour approfondir la compréhension des différents mécanismes 
inflammatoires et immunitaires. Au cours des dernières années, une nouvelle réponse 
fonctionnelle du neutrophile a été mise en évidence, soit la production de microvésicules 
(MVs) par bourgeonnement ou autrement dit, d’ectosomes. Lors de la stimulation du 
neutrophile, leur production augmente rapidement. Il a été également démontré que les 
ectosomes neutrophiliques modulent les réponses de diverses cellules du système 
immunitaire, comme les macrophages et les cellules dendritiques. Ceci étant, les mécanismes 
sous-jacents et les voies de signalisation impliquées sont très mal définis. De plus, les effets 
des ectosomes neutrophiliques sur les réponses du neutrophile, l’inflammation et la réponse 
immunitaire restent à élucider. 
 
Dans la présente étude, il a été nécessaire de mettre en place des méthodes fiables pour isoler 
et identifier ces microvésicules. Des méthodes de centrifugation différentielle et de 
cytométrie en flux ont été privilégiées. Puis, nous nous sommes intéressés à la cinétique de 
production des ectosomes neutrophiliques ainsi qu’à leur caractérisation et leurs effets sur le 
neutrophile humain. Leur formation a été caractérisée par des études avec divers stimuli 
physiologiques et des inhibiteurs des voies de signalisation. L'effet des ectosomes sur les 
réponses du neutrophile a été évalué par microscopie en épifluorescence pour la NETose; la 
cytométrie en flux pour l’effet sur l’apoptose constitutive; et par ELISA pour la production 
de cytokines. Cette étude, bien que préliminaire, a permis de mettre en place une méthode 
fiable pour la purification, l’identification et la caractérisation des ectosomes 
neutrophiliques. De plus, ce projet a permis d’identifier plusieurs effets des ectosomes 
neutrophiliques sur les neutrophiles humains et de confirmer leurs effets sur d’autres cellules 
immunitaires comme les macrophages. Ce projet nous a permis de mettre en lumière 
quelques effets des ectosomes neutrophiliques dans la mise en place de la réponse 
immunitaire et la résolution de l’inflammation. 
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6.1. L’immunité innée et l’immunité adaptative 
 
L’immunité humaine est un sujet complexe et fascinant. On lui reconnaît 
généralement deux grands volets, soit l’immunité innée et l’immunité adaptative. 
L’immunité innée implique une panoplie de cellules immunitaires, de barrières physiques 
comme la peau et les muqueuses, ainsi que le système du complément. Le but principal de 
l’immunité innée est de bloquer les pathogènes en les empêchant d’entrer dans l’organisme 
(barrières physiques) ou de les éliminer rapidement et de façon non spécifique à l’aide de 
multiples réponses fonctionnelles comme la phagocytose, la formation de NETs (trappes 
extracellulaires du neutrophile), et la sécrétion de molécules bioactives. Les cellules de 
l’immunité innée sont les cellules NK, les mastocytes, les cellules dendritiques, les 
macrophages, les basophiles, les éosinophiles et les neutrophiles. Parmi celles-ci, les 
neutrophiles sont généralement les premiers à arriver au site de l'inflammation ou de 
l'infection. Les cellules de l’immunité innée ont de multiples rôles immunitaires : la 
présentation d’antigènes, la sécrétion de cytokines et de médiateurs lipidiques, la 
phagocytose et la résolution de l’inflammation. Bien qu’efficace, la réponse immunitaire 
innée a ses limites et n’arrive pas toujours à éliminer les pathogènes. Dans cette situation, 
ses actions permettent de limiter la propagation des pathogènes et de stimuler la réponse 
immunitaire adaptative (Akira et al., 2006; Turvey et al., 2010; Iwasaki et Medzhitov, 2015).  
 
Contrairement à l’immunité innée, l’immunité adaptative est spécifique. Ses actions 
requièrent la reconnaissance d’antigènes spécifiques au pathogène à éliminer. Les 
lymphocytes B et T sont les principaux effecteurs de l’immunité innée. Le rôle principal des 
lymphocytes B est la sécrétion d’anticorps spécifiques aux pathogènes présents. De plus, le 
lymphocyte B participe à la présentation d’antigènes, à la régulation de la réponse 
immunitaire et des différentes cellules, et produit plusieurs cytokines (LeBien et Tedder, 
2008). Le lymphocyte T, dépendamment de son sous-type, exerce plusieurs fonctions. Il a 
une activité cytotoxique via la reconnaissance d’antigènes par les CMH de classe 1 (cellules 
T CD8+) ou le récepteur CD1d (Natural Killer T cells ou NKT), il module la réponse 
immunitaire et aider à la maturation des autres cellules immunitaires (cellules T CD4+) 
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(Pennock et al., 2013). De plus, à la suite d’une infection, des cellules B et T à mémoire sont 
produites. Ces cellules peuvent rapidement produire des anticorps spécifiques et reconnaître 
les antigènes si le pathogène est à nouveau présent. (LeBien et Tedder, 2008, Pennock et al. 
2013).  
 
6.2. Les neutrophiles 
 
Bien que les neutrophiles soient demeurés dans l'ombre durant plusieurs décennies en 
étant considérés comme de simples phagocytes, ils sont maintenant considérés comme des 
acteurs clés de la réponse immunitaire innée. En effet, ces cellules particulières de la réponse 
immune représentent entre 50% et 60% des leucocytes circulant dans le sang chez l’humain 
et leurs actions sont essentielles au recrutement des autres cellules immunes et à 
l’établissement d’une réponse immunitaire robuste et efficace. De nombreuses études ont 
permis de mettre à jour ses nombreuses réponses fonctionnelles comme la NETose, la 
sécrétion de molécules bioactives, et l’ectocytose.  
 
Les neutrophiles appartiennent à la grande famille des granulocytes. Ils sont 
caractérisés par la présence de granules dans leur cytoplasme. Ces granules contiennent le 
matériel nécessaire à l’éradication des différentes particules phagocytées (Kobayashi, 2012). 
Morphologiquement, les neutrophiles ont un diamètre variant de 9 à 15 μm. Leur noyau est 
aussi polylobé, d’où leur surnom de leucocytes polymorphonucléaires (PMN). 
 
Comme les autres cellules immunitaires, le développement des neutrophiles débute 
avec les cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse. Ces cellules souches se 
différencient initalement en cellules progénitrices myéloïdes qui deviendront à leur tour des 
neutrophiles. Pour que les cellules souches hématopoïétiques et les cellules progénitrices 
myéloïdes se développent en neutrophiles, elles ont besoin de plusieurs facteurs de 
croissance comme du G-CSF et du GM-CSF et certaines interleukines (IL-1, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9, IL-11) à des moments clefs de la différentiation et à des concentrations 
précises. La différentiation et la maturation du neutrophile humain se font entièrement dans 
la moelle osseuse (Moreira da Silva et al., 1994; Furze et al., 2014; Lawrence et al., 2018).  
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Le PMN mature se retrouve dans la circulation sanguine où il a une demi-vie 
d’environ 6 à 12 heures avant de mourir par apoptose constitutive.  Cette courte demi-vie est 
compensée par l’énorme quantité de neutrophiles produits par le corps humain chaque jour 
soit, environ 1011 neutrophiles. Cependant, cette courte demi-vie augmente considérablement 
lorsqu’il est activé et qu’il migre hors des vaisseaux sanguins vers les sites inflammatoires 
ou infectés (Summers et al., 2010; Silvestre-Roig et al. 2016; Rosales, 2018). 
 
6.2.1. Le recrutement et la migration 
 
En conditions normales, les neutrophiles circulent dans les vaisseaux sanguins par un 
mouvement de roulement sur les cellules endothéliales. Ce mouvement se fait par 
l’intermédiaire de sélectines spécifiques telles que la P-sélectine et la L-sélectine (Bargatze 
et al., 1994; Jones et al., 1993). Celles-ci lui permettent d’adhérer faiblement à l’endothélium 
vasculaire. Lorsque le neutrophile est recruté par les cellules endothéliales activées, le 
roulement se ralentit puis s’arrête grâce aux intégrines. Chez le neutrophile, on retrouve 
principalement des β2-intégrines (β2αM, β2αL, β2αX) (Langereis, 2013). Ces dernières 
permettent au neutrophile de ramper sur la surface endothéliale jusqu’à ce qu'il transmigre. 
La transmigration du PMN, connu sous le nom de diapédèse, est un processus complexe 
nécessitant l’implication de diverses molécules à sa surface et à la surface des cellules 
endothéliales. Les multiples lobes du noyau du neutrophile peuvent s’étirer, se contracter et 
se plier ce qui facilite la diapédèse du neutrophile (Carvalho et al., 2015). Le neutrophile 
migre toujours vers les gradients de concentration des chimioattractants, que ce soient des 
facteurs lipidiques, des facteurs microbiens, des DAMPs ou des chimiokines (Mayadas et 
al., 2014; de Oliveira et al., 2016).  
 
L’exposition à divers stimuli permet l'activation de diverses cascades de 
signalisation. L'activation de ces cascades conduit à l’activation de diverses molécules 
effectrices (dont des facteurs de transcription) qui gouvernent les différentes réponses 





Figure 1. Migration et transmigration du neutrophile. 
La migration et la transmigration des neutrophiles vers le site de l’inflammation ou de 
l’infection se font en plusieurs étapes séquentielles. De plus, ils suivent les gradients de 
concentration des chimioattractants. Image de : Quirion, Audrey, 2019 ©. (de Oliveira et al., 
2016) 
 
6.3. L’élimination des pathogènes par le neutrophile 
 
6.3.1. La phagocytose 
 
Le neutrophile a d’abord été reconnu pour son rôle de phagocyte. Il peut phagocyter 
une multitude de particules qu’elles soient d’origine organique ou inorganique. Pour les 
particules inorganiques comme l’amiante, la silice, ou les cristaux d’urate monosodique, la 
phagocytose se produit probablement suite à l’interaction entre les charges négatives de la 
particule et les récepteurs scavengers de classe A et B comme il fut décrit chez le macrophage 
(Nakayama, 2018). Pour les particules organiques, il y a plusieurs mécanismes possibles 
pour initier la phagocytose, et elles dépendent des molécules reconnues à leur surface. 
Premièrement, il est possible pour le neutrophile de reconnaître des PAMPs (motifs 
moléculaires associés aux pathogènes) à l’aide des récepteurs de reconnaissance de motifs 
moléculaires (PRR) comme les TLRs. Parmi les PAMPs, on retrouve plusieurs sucres 
bactériens comme le LPS, le D-mannose, le L-fucose, les peptidoglycans, pour n’en nommer 




L’opsonisation des pathogènes favorise la phagocytose par le PMN. Un pathogène 
est opsonisé lorsqu’il est recouvert d’anticorps spécifiques et d’opsonines non spécifiques 
provenant du système du complément comme C3b, C4b et C1q. La phagocytose des 
particules opsonisées est possible via la reconnaissance du complément par un récepteur tel 
que CR1, CR3, CR4 ou par la reconnaissance des portions Fc des Ig par un récepteur 
spécifique à la surface du neutrophile. Par exemple, à la surface des PMNs humains, on 
retrouve plusieurs récepteurs de la famille des Fcγ qui se lient plus ou moins fortement aux 
IgGs. Il y a aussi le FcαR se liant aux IgAs et les FcεRI et FcεRII se liant au IgEs. (Dale et 
al., 2008; Kumar et al., 2011). La reconnaissance des particules opsonisées ou non par les 
différents récepteurs du neutrophile active différentes cascades de signalisation incluant 
celles spécifiques à la phagocytose. L’activation de ces cascades mène à un réarrangement 
du cytosquelette et de la membrane du neutrophile, ce qui lui permet d’entourer la particule 
étrangère et de former le phagosome. Les granules du cytoplasme, comme les granules 
azurophiliques qui sont des lysosomes spécialisés, fusionnent avec le phagosome pour 
former le phagolysosome (Nordenfelt et Tapper, 2011). 
  
6.3.2. Les granules 
 
Chez le neutrophile, il y a 4 grandes catégories de granules contenant différentes 
molécules aux propriétés lytiques ou antibactériennes. La classification des granules 
neutrophiliques est basée sur leur densité et leur contenu. Les granules primaires (ou 
azurophiliques) sont identifiables grâce à la présence de MPO. Les granules secondaires (ou 
spécifiques) contiennent de la lactoferrine et sont dépourvues de MPO. Les granules 
tertiaires ou à gélatinases contiennent une grande concentration de gélatinases mais pas de 
MPO ou de lactoferrine. Finalement, les vésicules sécrétoires sont riches en plusieurs 
récepteurs et fusionnent à la membrane du neutrophile lors de son recrutement ce qui 
augmentera la concentration de plusieurs récepteurs essentiels à sa surface (Borregaard et 






Tableau 1. Le contenu des granules et des vésicules sécrétoires du neutrophile humain 
 
Type de granules Molécules de la membrane Molécules de la matrice 
Granules primaires CD63; CD68;  





















Antigène NB1; CD11b/CD18; 
CD15; CD66; CD67; 
Cytochrome b558; fMLP-R; 
Fibronectine-R;  
Sous-unité-α de la protéine G;  
Laminine-R; protéine de 19 
kDA; protéine de 155 kDa; 









Lysozyme; NGAL;  







b558; Enzyme désacylant le 
diacylglycérol; fMLP-R; H+-
ATPase de type V; Leucolysine; 
NRAMP-1; Récepteur de 
l’urokinase; 







CD10; CD11b/CD18; CD13; 
CD14; CD16*; CD45*; C1q-R*; 
CR1; 
Protéines plasmatiques  
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Cytochrome b558; DAF*; fMLP-
R;  
H+-ATPase de type V; 
Leucolysine; 
Phosphatase alcaline;  
Récepteur de l’urokinase; 
VAMP-2; 
* La localisation est basée sur des cinétiques en réponse à une stimulation du neutrophile par 
des médiateurs inflammatoires et elle n’a pas été démontrée par immunohistochimie. 
(Modifié de Borregaard and Cowland, 1997) 
 
6.3.3. La flambée oxydative 
 
La formation du phagolysosome amène le neutrophile à augmenter sa consommation 
d’oxygène et active l’assemblage du complexe de la NAPDH oxydase (Reiss et Roos, 1978). 
Les différentes composantes de la NADPH oxydase sont séquestrées chez le neutrophile au 
repos. Ainsi, le cytochrome b558 constitué d’une sous-unité gp91phox et d’une sous-unité 
p22phox se trouve à la membrane des vésicules secondaires et sécrétoires. Dans le cytosol du 
neutrophile, il y a un complexe formé de trois sous-unités (p67phox, p40phox, p47phox) et des 
protéines GTPase Rac2 indépendantes du précédent complexe qui sont nécessaire à la 
formation du complexe enzymatique de la NADPH oxydase (Nguyen et al., 2017). 
 
Suite à l’activation du neutrophile, les composantes du cytosol transloquent à la 
membrane du phagolysosome et s’assemblent au cytochrome b558. Le complexe NADPH 
oxydase permet la synthèse de ROS et la flambée oxydative vers les particules ingérées.  
(Nguyen et al., 2017). Pour la synthèse des ROS, la NAPDH oxydase réduit l’oxygène en 
anions superoxyde (O2-). Ces anions superoxydes sont ensuite transformés en peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) sous l’action de la catalase. Les molécules de H2O2 sont ensuite 
transformées en acide hypochloreux (HOCl) par la myélopéroxydase des granules ou en 










Figure 2. La synthèse des ROS dans le phagosome du neutrophile humain. 
Voies de synthèse principales des ROS dans le phagosome du neutrophile humain. (Nauseef, 
2007; El-Benna et al., 2016; Nguyen et al., 2017). 
 
Tous ces ROS ont des effets bactéricides et permettent de défendre l’organisme 
contre différents pathogènes. Cependant, ils sont aussi cytotoxiques et causent des 
dommages aux tissus environnants ou à la cellule elle-même. Ce qui explique pourquoi leur 
production est sous une régulation très stricte (Babior, BM., 2000). La flambée oxydative se 
produit généralement dans le phagolysosome, mais se produit parfois au niveau d’un 
phagosome immature ce qui signifie qu’elle est alors dirigée vers le milieu extracellulaire. 
La production de ROS dans le milieu extracellulaire stimule la réponse inflammatoire, la 
réponse immunitaire et la destruction de pathogènes non-phagocytés. Cependant, cela induit 




6.3.4. La NETose 
 
Le neutrophile est l’exemple type de la cellule phagocytaire. Cependant, il peut aussi 
détruire les pathogènes ou limiter leur propagation en formant des NETs (neutrophil 
extracellular traps) (fig.3). La NETose est une forme de mort cellulaire totalement différente 
des autres types de morts cellulaires connues comme la pyroptose, l’apoptose et la nécrose 
(Fuchs et al., 2007; Liu et Sun, 2019). Cette réponse fonctionnelle du neutrophile est induite 
par la présence de divers stimuli tels que l’IL-8, le fMLP et le PMA (Takei et al., 1996, 
Brinkmann et al., 2004). Les NETs sont formés principalement de chromatine décondensée 
qui est projetée dans le milieu extracellulaire environnant. Plusieurs protéines nucléaires 
comme des histones (H1, H2A, H2B, H3 et H4) et granulaires comme l’élastase, la MPO, la 
lactoferrine et la gélatinase sont présentes dans les NETs (Brinkmann et al., 2004). Les 
filaments de chromatine formés dans le milieu extracellulaire sont très adhésifs. Ils servent 
à circonscrire la réponse immunitaire à un niveau local en capturant et en empêchant la 
dissémination dans l’organisme des pathogènes ou des molécules de la réponse 
inflammatoire. Les NETs permettent d’augmenter l’efficacité de la réponse antimicrobienne 
du neutrophile en immobilisant les micro-organismes. Il a aussi été démontré que les NETs 
pouvaient détruire les bactéries Gram-positives et Gram-négatives capturées (Brinkmann et 
al., 2004). La NETose est une forme de mort cellulaire totalement différente des autres types 
de morts cellulaires connues comme la pyroptose, l’apoptose et la nécrose (Fuchs et al., 2007; 




Figure 3. Image représentative de NETs in vitro  
NETs produits par un stimulation au fMLP 30nM d’une durée de 3 heures et observés par 
microscopie à épifluorescence à un grossissement de 10x. Les NETs sont marqués en vert 
avec du PlaNET Green et le noyau des cellules en bleu avec du Hoechst 33342.  
 
Deux types de NETose ont été décrits : la NETose dite vitale et la NETose suicidaire 
(Yipp et Kubes, 2013). La première forme est généralement rapide (30 à 60 minutes), sans 
rupture de la membrane cellulaire, mobilise surtout l’ADN d’origine mitochondriale et est 
provoquée par différents stimuli (Byrd et al., 2013; Yipp et al., 2012). Le neutrophile qui a 
produit de tels NETs continue à exercer certaines réponses fonctionnelles telles que la 
phagocytose et la migration (Clark et al., 2007; Yipp et al. 2012). Le second type de NETose 
est facilement reconnaissable par la rupture de la membrane nucléaire et de la membrane 
cellulaire. Cette forme de NETose est aussi plus lente que la première, et apparait quelques 
heures après la stimulation (Yipp et Kubes, 2013). 
 
Bien que quelques pistes aient été avancées, les mécanismes menant à la formation 
des NETs son encore mal compris. Par exemple, il a aussi été démontré chez les patients 
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atteints de CGD (maladie granulomateuse chronique) et dont la NAPDH oxydase est 
défectueuse, que la NETose stimulée par le PMA est incomplète (Fuchs et al., 2007). Il a 
aussi été montré que des protéines arginines déiminases sont impliquées dans la 
décondensation de la chromatine lors de la NETose via l’hypercitrullination des histones 
(H2A, H3, H4) (Wang et al., 2009). Une étude récente du laboratoire a montrée que 
l’isoforme impliquée est PAD4 et ce, pour diverses classes de stimuli physiologiques (Tatsiy 
2018). Cette étude a également mis en évidence les voies de signalisation communes à divers 
stimuli qui contrôlent le phénomène (Tatsiy 2018). Cependant, malgré toutes les recherches 
menées sur la NETose, il est difficile d’avoir un portrait global et complet des mécanismes 
menant à l’extrusion de la chromatine décondensée dans le milieu extracellulaire.  
 
Les réponses fonctionnelles précédemment discutées ont un point commun : elles 
servent à détruire les pathogènes. Le neutrophile est généralement le premier arrivé sur les 
lieux de l’infection ou de l’inflammation, et doit pouvoir rapidement intervenir auprès de 
l’agent infectieux, mais doit aussi pouvoir interagir avec les autres cellules du système 
immunitaire pour permettre la mise en place d’une réponse immunitaire efficace.  
 
6.4. La régulation de la réponse immunitaire et de la réponse inflammatoire 
  
6.4.1. La sécrétion de molécules bioactives 
 
Comme nous venons de le voir, les neutrophiles ont la capacité de détruire différents 
agents pathogéniques. Par contre, en tant que premier répondant sur les lieux d’infection ou 
d’inflammation, ils doivent aussi coordonner le recrutement et la migration d’autres 
leucocytes. À cette fin, le neutrophile sécrète diverses molécules bioactives qui induisent ou 
modulent le recrutement et la migration d’autres leucocytes vers le site de l’inflammation. 
Parmi ces molécules bioactives, il y a des médiateurs lipidiques, des chimiokines, des 
cytokines pro-inflammatoires, des molécules immunorégulatrices et quelques cytokines anti-




6.4.1.1. Les médiateurs lipidiques 
 
La synthèse de plusieurs médiateurs lipidiques débute par le clivage de l’acide arachidonique 
(AA) en position sn-2 sur les phospholipides de la membrane nucléaire par la cPLA2 
(Phophosplipase A2 cytosolique) (Sapirstein et al., 1995). L’acide arachidonique libéré sert 
à la synthèse de divers médiateurs lipidiques appelés les eicosanoïdes (fig.4). Parmi ceux-ci, 
on retrouve le leucotriène B4 (LTB4), la prostaglandine E2 (PGE2) et la thromboxane A2 
(TXA2). La synthèse de PGE2 et de TXA2 nécessite premièrement l’implication de la 
cyclooxygénase (COX) pour transformer l’AA en prostaglandine G2 puis en prostaglandine 
H2. La PGH2 est transformée en PGE2 à l’aide de prostaglandine E2 synthase. La PGH2 est 
aussi utilisée par le thromboxane synthase pour former la TXA2 (Samuelson, 1987 ; Hanna 
et Hafez, 2018). Pour la synthèse du LTB4, l’acide arachidonique doit d’abord subir deux 
modifications par la 5-lipoxygenase (5-LO) aidée de la 5-lipoxygenase activating protein 
(FLAP) pour devenir le LTA4. Ce dernier est ensuite converti en LTB4 par le LTA4 






Figure 4. Synthèse des médiateurs lipidiques 
Synthèse des eicosanoïdes à partir de l’acide arachidonique chez le neutrophile humain. 
(Samuelson, 1987, Hanna et Hafez, 2018) 
 
Malgré leur précurseur commun, les effets physiologiques de ces trois médiateurs sont variés 
et dissemblables. Le LTB4 induit la chimiotaxie des neutrophiles et influence la formation 
des ROS (Afonso et al., 2012). La TXA2 participe au recrutement des plaquettes, favorise 
leur agrégation et la formation du thrombus (Paul et al., 1999). La PGE2 exerce des rôles 
pro- et anti-inflammatoires. En effet, ce médiateur lipidique aide au recrutement des 
neutrophiles, des mastocytes et des macrophages vers le site inflammatoire, mais elle inhibe 
l’activité cytotoxique de plusieurs cellules (NKs, macrophages, CTLs) et la synthèse d’IL-2 
et de l’IL-2R chez les cellules T (Naknishi et Rosenberg, 2012). En plus des dérivés de l’AA, 
les neutrophiles peuvent synthétiser d’autres médiateurs lipidiques à partir de précurseurs 
différents. Il peut par exemple synthétiser du PAF (ou platelet-activating factor) à partir de 
la phosphocholine via la voie de remodelage. La phosphocholine est d’abord transformée en 
lyso-PAF par la PLA2. La lyso-PAF est ensuite transformée en PAF par l’action d’une 
acétyltransférase (Bussolino et Al., 1992). 
 
6.4.1.2.  Les cytokines et molécules immunorégulatrices 
 
Le neutrophile sécrète aussi plusieurs molécules immunorégulatrices comme l’IL-12 
et l’IFN-γ (Tecchio et al., 2014; Tamassia et al., 2018). L’IL-12 induit la différenciation de 
CD4+ en Th1 et stimule la production d’IFN-γ chez les cellules T, les NKs, les DCs, les 
macrophages et les neutrophiles (Warford et al., 2003). L’IFN-γ a des effets sur diverses 
cellules du système immunitaire. Par exemple, il stimule la présentation d’antigènes par les 
macrophages, cellules B et DCs, la production d’IgG par les cellules B et l’activité 
cytotoxique des cellules NK et des cellules T CD8+ (Shroder et al., 2003). 
 
6.4.1.3. Les chimiokines 
 
Outre les médiateurs lipidiques et les molécules immunorégulatrices. Les PMNs 
synthétisent une quantité importante de chimiokines comme montré dans le tableau 2. Les 
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chimiokines produites par le neutrophile sont importantes pour la régulation des réponses 
immunitaires innée et adaptative. Elles permettent le recrutement des différents types de 
leucocytes au site inflammatoire. Le neutrophile humain produit, entre autres, de l’IL-8 
(CXCL8), du MIP-1α (CCL3) et du MIP1-β (CCL4) qui sont tous des agents chimiotactiques 
(Tecchio et al., 2014; Tamassia et al., 2018). L’IL-8 sert principalement au recrutement des 
neutrophiles et à l’induction de plusieurs cascades de signalisation nécessaires aux diverses 
réponses fonctionnelles du neutrophile (Bickel, 1993). Le MIP-1α est un agent 
chimiotactique pour les monocytes, neutrophiles et macrophages alors que le MIP-1β permet 
de recruter les NK, certaines cellules T et les monocytes (Menten et al. 2002). 
 
6.4.1.4. Les cytokines pro-inflammatoires 
 
Le neutrophile module aussi la réponse immunitaire en produisant une grande variété 
de cytokines (tableau 2). Celles-ci permettent de moduler l’inflammation et/ou la réponse 
immunitaire. Comme montré dans le tableau 2, le neutrophile produit plusieurs cytokines 
pro-inflammatoires comme l’IL-18, l’IL-1β et le TNF-α (Tecchio et al., 2014; Tamassia et 
al., 2018; Fortin 2009 pour l’IL-18). L’IL-18 affecte les NKs en stimulant leur activité 
cytotoxique et la libération de molécules immunorégulatrices comme l’IFN-γ. Il active la 
différentiation des TH2 et stimule la dégranulation, l’amorçage de la flambée oxydative et la 
production de plusieurs cytokines chez le neutrophile (Akira, 2000; Leung et al., 2001; Fortin 
2009). L’IL-1β est un pyrogène. Il est nécessaire à la différenciation des Th17. Il induit aussi 
la résistance de l’organisme face aux divers microorganismes pathogènes via le recrutement 
des macrophages et des neutrophiles (Dinarello, 2009). Le TNF-α est une cytokine 
pléiotropique affectant une multitude de cellules immunitaires et non-immunitaires. Pour le 
neutrophile, le TNF-α stimule plusieurs réponses fonctionnelles comme la phagocytose, la 
dégranulation, la NETose, et la production de cytokines (Edwards et Hallett, 1997; Keshari 
et al.,2012). Son rôle a été démontré dans plusieurs maladies inflammatoires comme la 
maladie de Crohn, le psoriasis et l’arthrite rhumatoïde (Richter et al., 1990; Tecchio et al., 
2014; Sedger et McDermott, 2014; Kalliolias et Ivashkiv, 2016). En plus du TNF-α, le 
neutrophile produit aussi plusieurs autres cytokines membres de la superfamille du tumor 
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necrosis factor et qui sont essentielles à la mise en place et la régulation de la réponse 
immunitaire (Tecchio et al., 2014; Tamassia et al., 2018). 
 
6.4.1.5. Les cytokines anti-inflammatoires 
 
Malgré son profil très pro-inflammatoire, le neutrophile humain participe aussi à la 
résolution de l’inflammation via la production de quelques cytokines anti-inflammatoires. 
Le PMN humain sécrète de l’IL-1ra, de l’IL-18BP et du TGF-β (Tecchio et al., 2014; 
Tamassia et al., 2018; Fortin 2009). L’IL-1ra inhibe les activités pro-inflammatoires de l’IL-
1 en se liant à l’IL-1R avec beaucoup plus d’affinité que l’IL-1 (Arend et al., 1998). L’IL-
18BP se lie à l’IL-18 et l’empêche de se lier à son récepteur inhibant ainsi ses effets pro-
inflammatoires. (Norvick et al., 1999). Le TGF-β inhibe la prolifération des cellules B et des 
lymphocytes de type Th2. Chez le macrophage, il inhibe la production de cytokines pro-
inflammatoires et favorise le phénotype anti-inflammatoire. Le TGF-β bloque aussi le cycle 
cellulaire en phase G1 via l’inhibition de la kinase cycline-dépendante (CDK) (Batlle et 
Massagué, 2019).  
 
Tableau 2. Liste molécules bioactives produites par le neutrophile humain. 
 
Classes de cytokines Cytokines 
Chimiokines C-C CCL2, CCL3, CCL4, CCL17, CCL18, 
CCL19, CCL20, CCL22 
Chimiokines C-X-C CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, 
CXCL6, CXCL8, CXCL9, CXCL10, 
CXCL11 
Cytokines anti-inflammatoires IL-1ra, IL-18BP, TGFβ1, TGFβ2 
Cytokines immunorégulatrices IL-12, IL-21, IL-23, IL-27, TSLP 
Cytokines pro-inflammatoires G-CSF, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-18, IL-22, 
MIF 
Facteurs angiogéniques et fibrogéniques Angiopoiétine1, BV8, FGF2, HB-EGF, 
HGF, TGFα, VEGF 
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Membres de la superfamille du TNF APRIL, BAFF, CD30L, CD40L, FasL, 
Lymphotoxineβ, RANKL, TNFα, TRAIL 
Autres cytokines Activine A, Amphiréguline, endothéline; 
Midkine, Oncostatine M, PBEF  
(Tecchio et al., 2014; Tamassia et al., 2018) 
 
6.4.2. L’apoptose constitutive 
 
Tel que décrit précédemment, le neutrophile exerce plusieurs rôles importants dans 
la mise en place et la régulation de la réponse immunitaire. Même dans sa principale façon 
de mourir (i.e. par apoptose constitutive), le neutrophile influence l’homéostasie.   
 
L’apoptose du neutrophile est gérée par un équilibre fragile entre différents signaux 
pro- et anti-apoptotiques qui favorisent respectivement l’apoptose ou la survie. Chez le 
neutrophile au repos, il y a une prépondérance de signaux apoptotiques. Suite à une 
stimulation toutefois, les signaux anti-apoptotiques permettent de retarder l’apoptose 
(Simon, 2003; Luo et Loison, 2008). Ces différents signaux pro- et anti-apoptotiques activent 
ou inhibent plusieurs modulateurs apoptotiques intracellulaires comme les ROS, les caspases 
et SHP-1, et influencent ainsi l’apoptose constitutive du neutrophile (Simon, 2003; Luo et 
Loison, 2008).  
 
Chez le PMN, il existe plusieurs signaux anti-apoptotiques extracellulaires comme 
l’adhésion cellulaire, le G-CSF, le LPS et les cellules endothéliales activées sécrétant du 
GM-CSF. Par exemple, le GM-CSF promeut la survie du neutrophile en stimulant plusieurs 
voies anti-apoptotiques comme la voie PI3K/Akt (Fortin et al., 2011; Sylvain-Prévost et al., 
2015). La stimulation de ces diverses voies anti-apoptotiques favorise la phosphorylation de 
la protéine Bad sur les résidus sérines 112 et 136 et sa translocation au cytosol (Cowburn et 
al., 2002; Kobayashi et al., 2005). Suite à sa translocation, Bad ne peut plus inhiber plusieurs 
protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-x) ce qui inactive Bak et Bax, amène la libération 




Les signaux pro-apoptotiques du neutrophile sont la phagocytose, de fortes 
concentrations de TNF-α, le Fas Ligand et les radiations UV (Vinokurov et al., 2001; Simon, 
2003; Croker et al., 2011). La promotion de l’apoptose par la phagocytose est due à la 
production des ROS. Ces derniers peuvent causer des dommages à l’ADN ce qui mène à 
l’activation des caspases (Luo et Loison, 2008). Pour les fortes concentrations de TNF-α, le 
mécanisme est encore mal compris, mais procéderait via TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) et CD137 (un membre de la famille des récepteurs du TNF) (Heinisch et 
al., 2000; Daigle et Simon, 2001 (2)). Le Fas ligand, quant à lui, induit l’apoptose du 
neutrophile par l’activation de la caspase-3. Celle-ci interagit avec les caspases 8 et 9 ce 
amène le clivage de plusieurs protéines telles que DFF-45, α-fodrine et gelsoline, la 
décondensation et la fragmentation de l’ADN (Porter et al., 1999; Daigle et Simon, 2001(1)). 
Une concentration élevée de TNF-α et de Fas Ligand entraînent l’activation de SHP-1.              
SHP-1 est une phosphatase ayant, parmi ces nombreuses fonctions, un effet pro-apoptotique. 
En effet, SHP-1 inhibe certaines protéines anti-apoptotiques comme Lyn, PI3K et Tyk-2 
(Yousefi et Simon, 2003).  SHP-1 interagit physiquement avec LYN et la sous-unité p85 de 
PI3K ce qui cause leur déphosphorylation et leur inhibition (Daigle et al., 2002; Yousefi et 
Simon, 2003; Chong et Maiese, 2007).  Pour Tyk-2, une interaction a été mise en évidence 
mais, le mécanisme reste à élucider (Yetter et al., 1995; Yousefi et Simon, 2003). 
 
6.4.3. La résolution de l’inflammation 
 
Finalement, le neutrophile apoptotique joue un rôle dans la résolution de 
l’inflammation. En effet, le neutrophile apoptotique relâche certaines molécules comme 
sphingosine-1-phosphate (S1P), CX3CL1 et LPC qui sont des chimioattractants pour les 
macrophages. Une fois le macrophage recruté, il se lie au neutrophile à l’aide de récepteurs 
liant la phosphatidylsérine directement ou par l’entremise d’une protéine adaptatrice telle 
que Gas6, Anx-A1, MFG-E8 (Ortega-Gomez, et al., 2013). Cette double liaison stimule la 
phagocytose du neutrophile par le macrophage, ce qui provoque un changement 
phénotypique chez ce dernier. Le macrophage passera alors de pro-inflammatoire à 
prorésolution. Sa production de CD11b diminue, sa capacité d’efférocytose, c’est-à-dire la 
phagocytose de cellules apoptotiques, augmente et il a tendance à migrer vers la lymphe. De 
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plus, il produira du TGF-β et de l’IL-10, deux molécules anti-inflammatoires (Ortega-
Gomez, et al., 2013; Greenlee-Wacker, 2016). 
 
6.5. La stimulation et la régulation des réponses fonctionnelles du neutrophile 
 
6.5.1. Les stimuli du neutrophile 
 
Les réponses fonctionnelles du neutrophile discutées dans les pages précédentes  sont 
activées par divers stimuli physiologiques ou pharmacologiques. Les stimuli physiologiques 
sont regroupés en différentes classes. Il y a les agents chimiotactiques (e.g. fMLP, LTB4, 
C5a, chimiokines), les cytokines pro-inflammatoires (e.g. TNFα, IL-1E, IL-18), les ligands 
des Toll-like receptors (e.g. LPS, peptidoglycane) et les facteurs de croissance (e.g. G-CSF, 
GM-CSF). 
 
6.5.1.1. Le fMLP 
 
Le fMLP (ou N-formylmethionine-leucyl-phenylalanine) est un tripeptide N-formylé 
apparenté aux olygopeptides N-formylés produits par certaines bactéries et que l’on retrouve 
aussi dans les mitochondries. Le fMLP induit plusieurs réponses chez le neutrophile comme 
la migration, la dégranulation, l’explosion oxydative et la NETose (Hoffstein et al., 1982; 
Bommakanti et al., 1993; Waddell et al., 1994; Tatsiy et McDonald, 2018). Les récepteurs 
des peptides formylés sont le FPR1, FPR2 et le FPR3. Chez le neutrophile, on retrouve le 
FPR1 et le FPR2 seulement (He et Ye, 2017). Les FPR font parti de la grande famille des 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR). Le récepteur 
FPR1 est celui qui a le plus d’affinité pour le fMLP (Dorward et al., 2015; He et Ye, 2017). 
 
6.5.1.2. Le TNF- α 
 
Le TNF-α (Tumour necrosis factor-α) est une protéine homotrimérique qui représente 
le prototype de la superfamille des facteurs de nécrose tumorale. C’est une cytokine 
pléiotropique qui induit l’inflammation. Elle est produite en grande quantité par les 
macrophages activés et par la plupart des cellules immunitaires, dont les neutrophiles. Le 
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TNF est une protéine transmembranaire de type 2 qui est relâchée de la membrane par 
l’action protéolytique de la métalloprotéinase TACE (Geering et al., 2011; Futosi et al. 
2013). Chez le neutrophile il y a plusieurs récepteurs de la superfamille du TNF (TNFRs) : 
les TNFR-1 et 2 le récepteur Fas, TRAIL R2 et R3, RANK et LTβR (Futosi et al., 2013). 
Cependant, deux récepteurs seulement peuvent interagir avec le TNF-α, les TNFR1 et 2. Ces 
deux récepteurs mènent à plusieurs réponses fonctionnelles chez le neutrophile comme la 
production de cytokines pro-inflammatoires et la NETose (Edwards et Hallett, 1997; Keshari 
et al.,2012). Il est intéressant de noter que les TNFR1 et 2 induisent une réponse pro-
inflammatoire, mais que TNFR1 induit aussi une réponse proapoptotique (Geering et al., 
2011; Futosi et al. 2013). 
 
6.5.1.3. Le GM-CSF 
 
Le GM-CSF est un facteur de croissance faisant partie de la famille des colony 
stimulating factors comme le G-CSF et le M-CSF. Le GM-CSF est une glycoprotéine 
monomérique impliquée dans la différenciation des précurseurs myéloïdes en granulocytes 
et en macrophages dans la moelle osseuse. Le GM-CSF induit plusieurs réponses chez le 
neutrophile mature, mais il est principalement reconnu pour son effet sur le retard de 
l’apoptose (Fossati et al., 1998). Il peut aussi servir d’agent d’armorçage pour d’autres 
stimuli (My-Chan Dang, 1999). Le récepteur du GM-CSF (CD116), exprimé chez le 
neutrophile, est un hétérodimère formé d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité bêta. La 
sous-unité alpha a une affinité faible pour le GM-CSF alors que la sous-unité bêta sert 
principalement à la transduction du signal. Lorsque le récepteur est dimérisé, son affinité 
pour le GM-CSF devient très élevée. Une fois  activée, la transduction du signal par la sous-
unité bêta se fait par JAK2, STAT5 et la protéine adaptatrice Shc. (McDonald et al., 1998; 
Hercus et al., 2009; Hercus et al., 2012)  
 
6.5.1.4. Le LPS 
 
Le LPS (lipopolysaccharide ou encore endotoxine) est une molécule retrouvée sur la 
membrane externe des bactéries Gram-négative. Elle est composée d’un lipide et d’un 
polysaccharide ayant un antigène O. Cet antigène est reconnu par le complexe formé par 
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TLR4 (Toll-like receptor 4), MD-2 et CD14 que l’on retrouve à la surface de plusieurs 
cellules immunitaires, dont le neutrophile. Pour activer le neutrophile, le LPS doit former un 
complexe avec la LBP (LPS binding protein). Ce complexe lie  CD14, lequel aide à transférer 
le LPS vers la protéine MD-2. La liaison du LPS et de MD-2 promeut la dimérisation de 
TLR4/MD-2 et induit des changements conformationnels chez TLR4. Ces changements 
permettent le recrutement de protéines adaptatrices. Cela a pour effet d’activer les voies de 
signalisation en aval et d’induire les différentes réponses fonctionnelles du neutrophile au 
LPS. Le LPS induit l’adhérence des neutrophiles, la dégranulation et la production de 
superoxyde et de diverses cytokines (Remer et al, 2003; Tecchio et al., 2014; Naegelen et 
al., 2015) 
 




Les réponses fonctionnelles du neutrophile décrites précédemment sont sous un 
contrôle très strict. Ainsi, plusieurs des mécanismes impliqués sont sous le contrôle de la 
MAP3 kinase TAK1 (TGFβ-activated kinase ou MAP3K7). Notre laboratoire a démontré 
que TAK1 joue un rôle crucial dans la régulation de plusieurs réponses fonctionnelles du 
neutrophile telles que la production de cytokines, le retard de l’apoptose et la NETose (Ear 
et al., 2010; Fortin et al., 2011; Fortin et al., 2013; Sylvain-Prévost et al., 2015; Simard et 
al., 2015; Tatsiy et McDonald, 2018). En effet, TAK1 régule plusieurs voies de signalisation 
telles que celles des MAPKs (MEK/ERK, p38, JNK), la cascade IKK/NF-NB, et la voie 
PI3K/Akt (Ear et al., 2010; Fortin et al., 2011; Sylvain-Prévost et al., 2015; Simard et al., 
2015). La voie TAK1 affecte également des facteurs de transcription, des familles NF-NB, 
C/EBP, CREB et des  intermédiaires traductionnels (Cloutier et al., 2009; Ear et al., 2010; 
Fortin et al., 2013; Mayer et al.,2013; Sylvain-Prévost et al., 2015). Chez le neutrophile 
humain, TAK1 est activée par divers stimuli dont des cytokines inflammatoires (TNFD, IL-
1E, IL-18), des ligands des TLR (LPS, peptidoglycane), et des facteurs chimiotactiques et de 
croissance (fMLP, LTB4, PAF, GM-CSF) (Ear et al., 2010; Fortin et al., 2011; Sylvain-
Prévost et al., 2015).  
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6.5.2.2. P38, MEK/ERK et JNK; les MAPKs 
 
Parmi les MAPKs jouant un rôle important chez le neutrophile humain, on retrouve 
p38 et MEK/ERK. Ces dernières voies sont aussi activées par une multitude de stimuli. Chez 
les neutrophiles activés par le LPS et le TNF-α, la production de cytokines est dépendante 
des voies p38 MAPK et MEK/ERK qui sont sous le contrôle de TAK1. Cependant, si les 
neutrophiles sont stimulés avec du GM-CSF et du fMLP, notre laboratoire a démontré que 
l’effet observé sur la sécrétion de cytokines est dû à l’effet de TAK1 sur MEK/ERK et non 
sur p38. (Cloutier et al., 2007; Sylvain-Prévost et al., 2015). La p38 MAPK exerce son rôle 
sur la production de cytokines pro-inflammatoire via la phosphorylation de MSK1 qui mène 
à l’activation des facteurs de transcription CREB et C/EBP (Mayer et al., 2013) 
 
JNK est une autre MAPK exprimée chez le neutrophile humain. Elle ne semble pas 
avoir d’effets importants dans la production de cytokines (Cloutier et al., 2003). Cependant, 
elle aurait un effet sur la survie et la production de superoxydes par les neutrophiles stimulés 




Les MAPKs ne sont pas les seules voies de signalisation sous le contrôle de TAK1 
chez le neutrophile. La voie PI3K/Akt est une autre voie sous le contrôle de TAK1. Les PI3K 
constituent une famille d’enzymes hétérodimériques ayant une sous-unité catalytique et une 
sous-unité régulatrice. Leur substrat principal est le phosphatidylinositol (PI). Suite à son 
activation, PI3K change le PIP2 en PIP3. PIP3 se lie à Akt via les domaines PH (plekstrin 
homology domains). Ces liaisons mènent à un changement conformationnel d’Akt, ce qui 
permet sa phosphorylation subséquente (Hemmings et Restuccia, 2012). Notre laboratoire a 
montré que la voie PI3K/Akt était impliquée dans la production de cytokines pro-






6.5.2.4. La voie IKK/NF-κB 
 
Une autre voie sous le contrôle de TAK1 chez le neutrophile est la voie IKK, qui 
mène à l’activation des facteurs de transcription NF-κB. Chez le neutrophile, les IKKD/E 
sont constitutivement liés aux TAB1, TAB2, TAB4 et TAK1. De plus, ils se retrouvent à la 
fois dans le cytoplasme et dans le noyau (Ear et al., 2005; Ear et al, 2010). Lors de 
l’activation de TAK1 par des stimuli pro-inflammatoires (LPS, TNF- α, PAMPs, …), IKKβ 
est phosphorylée au sein d’un complexe formé de TAK1, TAB1, TAB2 et TAB4. L’IKKβ 
activée phosphoryle à son tour IκBα ce qui mène à la dégradation de cette dernière par le 
protéasome 26S. La dégradation d’IκBα libère les dimères de NF- κB, ce qui leur permet de 
transloquer au noyau où il active la transcription de plusieurs gènes-cibles (Wang et al.,2001; 
Ghosh et Karin, 2002; Zhang et al., 2014). Dans la littérature, il a été rapporté que NF-κB 
avait un effet sur la survie du neutrophile (Castro-Alcaraz et al., 2002) et la production de 
cytokines (Ear et al. 2010; Cloutier 2007). 
 
6.5.2.5. Syk et Src 
 
D’autres voies impliquées dans la régulation de certaines réponses fonctionnelles du 
neutrophile ne sont pas sous le contrôle de TAK1. Par exemple, Syk et les membres de la 
famille Src sont des tyrosine kinases non-liées à un récepteur (NRTK) comportant plusieurs 
domaines SH (Src homology domain). Syk a deux domaines SH2 alors que Src a un domaine 
SH3 et un domaine SH2. Le recrutement de Syk se fait via la liaison des domaines SH2 et 
des motifs ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) se trouvant sur 
différents récepteurs immuns (Bond et al. 2011). Pour Src, une déphosphorylation de la 
tyrosine-527 qui libère son domaine SH2 et une autophosphorylation de la tyrosine-416 sont 
nécessaires à son recrutement (Kaplan et al., 1994; Meng et al., 2014). Leur recrutement 
mène à des changements conformationnels qui les activent et leur permettent d’exercer leurs 
activités tyrosine kinase. Chez le neutrophile humain, MNK1, S6K et 4E-BP1 sont sous le 
contrôle de Syk et Src (Fortin et al., 2013). En accord avec cela, il a aussi été rapporté que 
l’inhibition de Src et Syk chez le neutrophile activé diminue la sécrétion de certaines 
cytokines pro-inflammatoires (Ear et al., 2017). De plus, il a été rapporté que Src et Syk 
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n’affectent que très peu ou pas du tout la survie du neutrophile humain suite à son activation 




Figure 5. Les voies de signalisation du neutrophile. 
Sommaire des différentes voies de signalisation menant à l’apoptose, la production de 
cytokines inflammatoires ou au délai de l’apoptose chez le neutrophile humain. 
(Ear, T. et al., J Immunol, 2010; Fortin, CF et al., Eur J Immunol, 2011; Fortin, CF et al., 
JLB, 2013; Mayer, TZ et al., J Immunol, 2013; Simard, FA. et al., J leukoc Biol, 2015; 
Sylvain-Prévost, S. et al., J Immunol., 2015; Ear, T. et al. J Immunol Res, 2017; Tatsiy, O. 
et al., Front Immunol., 2018) 
 
6.6. Ectosomes (MVs) neutrophiliques 
 
Une autre réponse fonctionnelle du neutrophile possiblement sous le contrôle de certaines 
de ces voies de signalisations a été identifiée au cours des dernières années: la sécrétion de 
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microvésicules. Plus précisément, le neutrophile produit et relâche des ectosomes dans le 
milieu extracellulaire. Chez les cellules humaines, il existe trois principaux types de 
vésicules extracellulaires : les corps apoptotiques, les exosomes et les ectosomes (fig.6).  
 
Figure 6. Les types de vésicules extracellulaires 
Figure montrant les 3 principaux types de vésicules extracellulaires. Les corps apoptotiques 
produit par les cellules en apoptose, les ectosomes (ou microvésicules) produit par un 
bourgeonnement de la membrane cellulaire et les exosomes assemblés dans les corps 
multivésiculaires (Coccuci et al., 2009; Kalra et al. 2016). 
 
  Le diamètre des corps apoptotiques varie de 1 à 5 μm. Ils se forment chez les cellules 
apoptotiques par un bourgeonnement de la membrane cellulaire (blebbing) qui est dû à 
l’instabilité membranaire de la cellule apoptotique. Les corps apoptotiques contiennent des 
fragments d’ADN, de l’ARN, des organelles et des protéines cytoplasmiques et nucléaires. 
En d’autres mots, ils recèlent un peu tout ce qui se trouve dans la cellule. Les 
phosphatidylsérines sont exposées à la surface de la cellule et les marqueurs de surfaces sont 
semblables à ceux de la cellule de provenance (Raposo et al., 2013; Kalra et al. 2016; Xu et 
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al., 2019). Les neutrophiles produisent des corps apoptotiques lorsqu’ils meurent par 
apoptose.   
Les exosomes sont des vésicules de petite taille (10-100 nm). Leur assemblage se fait 
dans les corps multivésiculaires de la cellule. Leur mécanisme de sécrétion dans le milieu 
extracellulaire est l’exocytose. Leur assemblage nécessite le recrutement de nSMase2, des 
complexes ESCRT et du complexe protéique syndecan-syntenin. Leur transport jusqu’à la 
membrane nécessite diverses protéines Rab et des kinésines. La fusion au niveau de la 
membrane et la sécrétion dans le milieu extracellulaire se fait à l’aide des complexes 
protéiques SNARE (Raposo et al., 2013; Kalra et al. 2016). Dernièrement, il a été suggéré 
que les neutrophiles produisent aussi des exosomes (Vargas et al., 2016; R. Genschmer et 
al, 2018). 
 
Le troisième type de microvésicules, celui qui nous intéresse, est l’ectosome. 
L’ectosome est une microvésicule formée à partir du bourgeonnement de la membrane 
cellulaire. Ces vésicules mesurent de 0.1 à 1 μm de diamètre. Ils contiennent de l’ARNm, 
des protéines cytoplasmiques et du cytosquelette, de l’ADN et diverses enzymes. Leur 
contenu spécifique varie en fonction du stimulus menant à leur production (Nauseef et al., 
2014). Selon la littérature, l’ectosome neutrophilique peut aussi contenir des granules (Hess 
et al., 1999). À la surface de l’ectosome neutrophilique, on retrouve plusieurs molécules 
d’adhésion cellulaire et de migration (DC15, CD66b et CD62L), un récepteur du système du 
complément (CR3) et un récepteur participant au système du plasminogène (CD87) (Hess et 
al., 1999; Nauseef et al., 2014; Kalra et al., 2016). Les mécanismes de formation et de 
sécrétion de l’ectosome sont moins bien connus que ceux de l’exosome, mais voici ce qui a 
été rapporté dans la littérature.  
 
6.6.1. La biogenèse des ectosomes 
 
Chez les cellules produisant des ectosomes, comme les neutrophiles, peu d’ectosomes 
sont produits au repos, mais la production est significativement augmentée suite à une 
stimulation et ce, en quelques minutes seulement (Timár et al., 2013; Johnson III; Hong, 
2018). Par exemple, chez le macrophage, il a été montré que la production d’ectosomes 
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augmente dans les premières secondes suivant une stimulation (Coccuci et al., 2009; Shifrin 
et al., 2013; Baroni et al., 2007). 
 
Une étude faite chez le monocyte a mis en évidence l’importance des radeaux 
lipidiques, des domaines membranaires riche en cholestérol, dans le processus d’ectocytose 
(Del Conde et al., 2005). En effet, en déplétant les monocytes en cholestérol, la quantité 
d’ectosomes produits par ceux-ci a diminuée significativement. Cela s’explique par le fait 
que les radeaux lipidiques augmentent la fluidité de la membrane et permettent 
l’accentuation de la courbature de la membrane. Cette augmentation de la courbature mène 
à la formation de l’ectosome par bourgeonnement tout en conservant la double membrane 
lipidique (del Conde et al., 2005; Wei et al., 2018). De plus, les radeaux lipidiques aident à 
concentrer et ségréguer les protéines membranaires au niveau de l’ectosome puisque ce sont 
des domaines qui contiennent un nombre important de récepteurs et de molécules de 
signalisation. Les protéines ségréguées et leur concentration peuvent varier énormément en 
fonction du type cellulaire de provenance (Long et al., 2016; Kowal et al. 2016; Kalra et al., 
2016). 
 
Il y a aussi une ségrégation et un enrichissement des protéines du cytosol de la cellule 
dans la lumière de l’ectosome (Shen et al., 2011; Meldosi et al., 2018). Les mécanismes de 
cette ségrégation sont encore mal définis. Un des mécanismes avancés pour les composantes 
cytoplasmiques est la ségrégation de protéines via des motifs ou des caractéristiques 
spécifiques. Ces motifs permettent aux protéines de former des liens par myristoylation ou 
palmitoylation avec un ancrage lipidique membranaire. Leur ségrégation via ce mécanisme 
dépend principalement de la vitesse de polymérisation du lien avec l’ancrage membranaire. 
Une fois la protéine ancrée à la membrane de l’ectosome en devenir, elle interagit avec 
d’autres molécules et forme des complexes avec celles-ci (Shen, et al., 2011). Plusieurs 
protéines comme les aSmases (sphingomyelinases acide), ARF1, ARF6, MLCK, DIAPH3, 
Myosin-1a, Annexin-2, hyaluronan synthase 3, CSE1L et Rab22a sont nécessaires au 
recrutement sélectif de certaines molécules et au remodelage de l’actine, mais leur rôle exact 
dans la formation de l’ectosome est encore mal compris (Raposo et al., 2013; Cocucci et 
Meldosi, 2015; Kalra et al., 2016; Tricario et al. 2017). 
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Plusieurs complexes et molécules sont nécessaires à la formation de la protubérance 
au niveau de la membrane cellulaire. Les premières molécules impliquées sont les flippases, 
les floppases et les scramblases. Leur rôle habituel est de permettre les échanges 
phospholipidiques entre le feuillet externe et interne de la membrane. Ces échanges 
maintiennent l’asymétrie dans la composition phospholipidique de la membrane. Dans 
l’ectocytose, ils augmentent la flexibilité et la courbature de la membrane ce qui est 
nécessaire au bourgeonnement. Cependant, leur fonction exacte dans le bourgeonnement de 
la membrane est mal définie. (Raposo et al., 2013; Cocucci et Meldosi, 2015; Kalra et al., 
2016; Żmigrodzka et al., 2016; Tricario et al. 2017). 
 
6.6.2. La libération de l’ectosome par fission 
 
Les ectosomes sont libérés dans le milieu extracellulaire par fission de la membrane 
cellulaire. Le mécanisme est mal défini, mais quelques molécules importantes sont connues 
(fig.7).  
 
Tout d’abord, il y a un remodelage de l’actine via les protéines Rho, des GTPases de 
la famille des Ras. Ensuite, ESCRT-I, un hétérotétramère, se lie à la jonction de la membrane 
cellulaire et de la membrane de l’ectosome en devenir. Sa sous-unité TSG101 interagit avec 
plusieurs autres protéines comme ARRCDC1 et Alix. Ces deux dernières protéines servent 
à la ségrégation et à la concentration des protéines cytoplasmiques à l’intérieur du 
bourgeonnement. ESCRT-I permet le recrutement de plusieurs protéines au niveau de la 
membrane, dont ESCRT-III (Cocucci et Meldosi, 2015; Kalra et al., 2016; Tricario et al. 
2017). ESCRT-III est composée de 4 sous-unités principales. La première sous-unité, 
CHMP3 (VPS24), lie les microfilaments et ESCRT-1. La seconde sous-unité, CHMP6 
(VPS20), se lie au niveau du cytoplasme de la cellule et permet le recrutement des autres 
sous-unités d’ESCRT-III. La troisième sous-unité, CHMP2A (VPS2), permet le recrutement 
de l’ATPase VPS4 et lie les microfilaments. Les filaments d’ESCRT-III sont composés de 
75 à 200 sous-unités CHMP4-A/B/C (Snf7) et forment une spirale. (Chiaruttini et Roux, 
2017, Adell et al., 2017; Maity et al., 2019). Chaque type de CHMP4 (A, B ou C) affecte 
différemment la courbature de la spirale. La spirale formée par les sous-unités CHMP4 de 
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ESCRT-III se lie aux protéines ALIX et promeut le remodelage de l’actine (McCullough et 
al., 2008).  Cela permet la fermeture de l’ectosome au niveau de la jonction avec la cellule 
et empêche les protéines ségréguées de s’échapper (Cocucci et Meldosi, 2015). 
 
Finalement, il y a le recrutement de l’ATPase VPS4. L’ATPase VPS4 est une enzyme 
permettant la dissociation des protéines VPS de classe E et de la membrane. Elle est 
nécessaire à la ségrégation des protéines dans les corps multivésiculaires. L’ATPase VPAS4 
permet le relâchement de l’ectosome dans le milieu extracellulaire par fission en clivant ou 
en désassemblant la spirale formée par ESCRT-III et l’actine. Trois mécanismes d’action 
sont avancés pour l’ATPase VPS4 soit, la copolymérisation séquentielle, l’échange 























Figure 7. Fission de l’ectosome. 
Représentation de la formation de l’ectosome par bourgeonnement, de la ségrégation du 
cargo dans l’ectosome et du relâchement de l’ectosome par fission dans le milieu 
extracellulaire (Image de :  Quirion, Audrey, 2019; Cocucci et Meldosi, 2015; Kalra et al., 
2016). 
 
Lors de la copolymérisation séquentielle (fig. 8A), l’ATPase VPS4 incorpore 
différentes sous-unités CHMP à la spirale de CHMP. Cela accentue la courbature de la 
spirale puisque chaque sous-unité CHMP a une courbature qui lui est propre. L’ajout de ces 
sous-unités par VPS4 provoque la polymérisation d’une spirale de plus en plus petite. Cette 
spirale exerce une force de constriction sur la membrane ce qui provoque la fission et la 
libération de l’ectosome (Babst et al., 2002; Teis et al., 2008, McCullough et al., 2018). Le 
second mécanisme est l’échange dynamique (fig. 8B). C’est un mécanisme qui ressemble à 
la copolymérisation séquentielle, mais l’action de l’ATPase VPS4 s’exerce après la 
polymérisation de la spirale de CHMP4 plutôt qu’en même temps. L’ATPase VPS4 échange 
les diverses CHMP de la spirale. Ces échanges affectent la courbature de la spirale ce qui 
permet la compression de la spirale et la libération de l’ectosome (Yang et al., 2015 Adell et 
al., 2017; McCullough et al., 2018). Finalement, le dernier mécanisme est le flambage (fig. 
8C). Ce mécanisme implique les ESCRT-II qui participent à l’assemblage de plusieurs 
filaments et recrutent les ATPases VPS4s sous forme d’hexamère (Maity et al., 2019). Les 
VPS4s se lient aux MIMs (MIT-interacting motif) se trouvant sur la sous-unité VPS2 via son 
domaine MIT (Stuchell-Brereton et al., 2017). Cette liaison permet le remodelage ATP-
dépendant des filaments d’ESCRT-III par l’ATPase VPS4. ESCRT-III exerce une force sur 
la membrane ce qui mène à la formation d’un entonnoir à la jonction entre les membranes 
de l’ectosome naissant et de la cellule (Schöneberg et al., 2018). L’augmentation de la 
constriction par l’interaction entre ESCRT-III et VPS4 provoque un amincissement du cou 






Figure 8. Les mécanismes proposés menant à la fission de l’ectosome. 
(Modifiée de Chiarutttini et Roux, 2017)  
 
6.6.3. Mécanismes d’interactions cellulaires des ectosomes 
 
Une fois relâchée dans le milieu extracellulaire, la microvésicule sert à la 
communication avec les autres cellules (Meldosi, 2018). Le mécanisme exact d’interaction 
cellulaire n’a pas encore été mis à jour, mais plusieurs scénarios ont été proposés tels 




Tout d’abord, il peut y avoir une fusion membranaire avec la cellule cible. Ce 
mécanisme a été décrit chez les trophoblastes placentaires, et nécessite l’implication des 
syncytines. Ces dernières sont des protéines importantes dans le développement du placenta 
et leurs gènes proviennent d’anciens rétrovirus. C’est un mécanisme qui est très semblable à 
celui utilisé par les virus enveloppés impliquant les fusogènes (Vargas et al., 2014; Cocucci 
et Meldosi, 2015). 
 
Le second mécanisme propos dans la littérature est l’endocytose médiée par des 
récepteurs. C’est l’un des mécanismes empruntés par les exosomes et qui est très 
probablement utilisé par les ectosomes, mais il n’a pas encore été démontré (Tian et al., 
2014; Gonda et al., 2018; Meldosi, 2018). Il est possible que certaines protéines à la surface 
de l’ectosome puissent se lier à des récepteurs à la surface du neutrophile. Suite à leur liaison, 
des complexes AP-2 sont recrutés au niveau du récepteur. Puis, les complexes AP-2 recrutent 
des clathrines. La liaison des clathrines au complexe AP-2 provoque une invagination de la 
membrane cellulaire. L’invagination s’intensifie au fur et à mesure que le nombre de 
clathrines recrutées augmente, et elle continue jusqu’à l’internalisation de l’ectosome 
(Cocucci et Meldosi, 2015). C’est un des mécanismes connus dans le cas des exosomes et 
qui est très probable chez les ectosomes, mais il n’a pas encore été démontré (Meldosi, 2018). 
 
Le troisième mécanisme d’interaction mis en évidence est celui de l’ingestion des 
ectosomes par des cellules phagocytaires comme les neutrophiles et les macrophages. Ce 
mécanisme est plausible puisque la perte de l’asymétrie membranaire chez les ectosomes 
expose les phosphatidylsérines à leur surface. Ces phosphatidylsérines exposées sont un 
stimulus connu de l’efférocytose (Wu et al., 2006). Ce type de phagocytose est un mécanisme 
d’interaction déjà connu dans le cas d’autres types de vésicules extracellulaires comme les 
corps apoptotiques (Cocucci et Meldosi, 2015; Meldosi, 2018). 
 
Le quatrième mécanisme d’interaction possible est la liaison avec des récepteurs de 
surface spécifiques de la cellule cible sans internalisation de l’ectosome. Il a déjà été 
démontré que les molécules exposées à la surface des ectosomes varient en fonction du type 
de cellules les produisant ou du stimulus provoquant leur production (Cocucci et Meldosi, 
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2011). Cette variété de molécules de surface permet aux ectosomes d’interagir avec 
différentes cellules cibles. C’est un mécanisme plausible qui pourrait être favorisé par la 
ségrégation de plusieurs molécules de surface dans les radeaux lipidiques, mais qui n’a pas 
été démontré (Cocucci et Meldosi, 2015; Meldosi, 2018). 
 
Le cinquième mécanisme mis en évidence est la macropinocytose. Cette dernière est 
semblable à l’endocytose médiée par des récepteurs, mais l’adhésion du ligand au récepteur 
spécifique à la surface de la cellule mène à l’augmentation de la polymérisation des filaments 
d’actine près de la membrane cellulaire et au remodelage de l’actine, ce qui provoque la 
formation d’une projection membranaire entourant la microvésicule. Cela permet 
l’internalisation de l’ectosome ou sa fusion avec la projection pour former un 
macropinosome (Tian et al., 2014; Cocucci et Meldosi, 2015). 
 
Le dernier mécanisme évoqué, et le plus controversé, est le fading ou 
l'évanouissement. C’est un mécanisme évoqué dans la littérature et très peu d’explications 
sur le fonctionnement de ce mécanisme sont disponibles. Pour ce mécanisme, les ectosomes 
disparaissent dans le milieu extracellulaire (probablement par une rupture de la membrane) 
et relâchent leur contenu dans le milieu extracellulaire (Cocucci et Meldosi, 2015). Leurs 
composantes pourraient ainsi interagir avec plusieurs cellules environnantes plutôt qu’une 
seule. Cependant, il est probable que ce ne soit pas un mécanisme d’interaction, mais plutôt 
une instabilité de la membrane de certaines microvésicules qui provoquent la rupture de 
celle-ci et le relâchement de leur contenu dans le milieu extracellulaire (Cocucci et Meldosi, 






Figure 9. Les mécanismes d’interaction des ectosomes. 
Illustration des différents mécanismes d’interactions possibles des ectosomes avec leur 
cellule-cible. Il y a la fusion avec la membrane cellulaire, l’endocytose médiée par des 
récepteurs, la phagocytose, la liaison spécifique avec un récepteur membranaire de la cellule, 
la macropinocytose et l’évanouissement. (Cocucci et Meldosi, 2015; Meldosi, 2018) 
 
6.6.4. Effets connus des vésicules extracellulaires 
  
En interagissant avec leur cellule cible, les ectosomes et les autres microvésicules ont 
des effets sur celle-ci et sur son environnement. La majorité des cellules immunitaires 
produisent au moins un type de vésicule extracellulaire.  La plupart des vésicules produites 
par les cellules immunitaires sont des exosomes et jouent un rôle important dans la 
communication intercellulaire. Par exemple, les exosomes produits par les mastocytes et les 
macrophages peuvent transférer des antigènes vers les APCs (cellules présentatrices 
d’antigènes) (Gutiérrez-Vázquez, 2013). Les cellules dendritiques produisent des exosomes 
possédant des CMH-II apprêtés d’un antigène pour présenter les antigènes aux cellules B et 
T (Wang et Lu, 2017; Gutiérrez-Vázquez, 2013). Certaines cellules immunitaires produisent 




Les ectosomes neutrophiliques ont plusieurs effets sur leur environnement. Par 
exemple, ils aident à l’agrégation des bactéries, qu’elles soient opsonisées ou non. Cela 
diminue la dissémination des bactéries et limite l’infection (Lacy, 2013). Les ectosomes 
neutrophiliques modifient par ailleurs le phénotype des macrophages vers un profil 
prorésolution. Cela s’explique probablement en partie par la présence des 
phosphatidylsérines à leur surface, tout comme dans le cas des corps apoptotiques (Rhys et 
al. 2018). Un autre rôle des ectosomes neutrophiliques est la protection du cartilage en 
conditions pro-inflammatoirse. En effet, Headland et al. ont montré que, chez la souris, les 
ectosomes (MVs) se trouvant dans le fluide synoviale protègent le cartilage des dommages 
causés par l’inflammation. Dans cette étude, les auteurs ont démontré que les ectosomes 
neutrophiliques stimulent la production de matrice extracellulaire par les chondrocytes, ce 
qui protège le cartilage (Headland et al., 2015). 
 
Les effets des vésicules extracellulaires ne sont pas que bénéfiques. Dans la 
littérature, il y a plusieurs exemples de vésicules extracellulaires impliquées dans des 
contextes physiopathologiques. Par exemple, chez la souris développant l’asthme, les 
cellules épithéliales pulmonaires produisent des exosomes qui stimulent la différenciation et 
l’activation des macrophages dans les poumons. Cela favorise le développement et la 
progression de l’asthme (Balhara et al., 2012; Kulshreshtha et al., 2013). Une autre étude a 
montré que les exosomes produits par les cellules du mélanome B-16 sont transportés dans 
les ganglions lymphatiques où ils interagissent avec leur cellule cible et activent certains 
gènes clefs à l’établissement de la niche métastasique. Cela promeut l’établissement de 
métastases dans les ganglions lymphatiques (Hood et al., 2011). Enfin, Dujardin et al. ont 
démontré que les neurones malades des patients atteints d’Alzheimer produisent des 
ectosomes, lesquels transportent des protéines Tau vers les neurones sains. L’accumulation 
de protéine Tau dans les neurones sains fait progresser l’Alzheimer (Dujardin et al., 2014).  
 
Comme discuté dans les paragraphes précédents, les vésicules extracellulaires ont des 
rôles variés. Ces rôles peuvent être pathologiques ou non. À ce jour, les effets identifiés chez 
les ectosomes neutrophiliques semblent être non-pathologiques et bénéfiques pour la 
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résolution de l’inflammation. Les ectosomes neutrophiliques sont des vésicules 
extracellulaires qui semblent importants dans la mise en place et la régulation de la réponse 
immunitaire. Ils pourraient jouer un rôle important dans certaines pathologies en inhibant les 
fonctions pro-inflammatoires de certaines cellules immunitaires comme le macrophage. 
C’est pourquoi son étude est primordiale pour approfondir notre compréhension du 
fonctionnement du neutrophile et ses effets sur le système immunitaire humain. 
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7. Hypothèse et objectifs de recherche 
 
Les ectosomes neutrophiliques ont des effets anti-inflammatoires/pro-résolution chez 
plusieurs cellules immunitaires comme les cellules NK et les macrophages (Nauseef et al. 
2014). Donc, il serait étonnant que les ectosomes neutrophiliques n’aient aucun effet sur les 
neutrophiles eux-mêmes. 
Dans ce mémoire, l’hypothèse de recherche soutenue est que les ectosomes neutrophiliques 
humains ont des effets sur certaines réponses fonctionnelles des neutrophiles humains 
comme la survie, la NETose et la production de cytokines. 
Objectifs 
1. Isoler et identifier les ectosomes neutrophiliques. 
2. Mettre au point une méthode robuste pour effectuer un compte semi-quantitative 
des ectosomes neutrophiliques. 
3. Caractériser la cinétique de production des ectosomes par le neutrophile humain 
pour différents stimuli physiologiques.  
Évaluer les effets des ectosomes neutrophiliques sur les réponses fonctionnelles du 
neutrophile (la survie du neutrophile, la NETose et la production de chimiokines). 
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8. Matériels et méthodes 
 
8.1. Réactifs et produits utilisés 
 
8.1.1. Réactifs fluorescents 
 
 L’annexine-V-FITC, l’annexine-V-APC, anti-CD66b-PE proviennent de BioLegend 
(San Diego, CA, USA). La calcéine-AM bleue a été achetée chez InVitrogen (Waltham, 
MA, USA). Le cytotrack Red 628/643 a été commandé chez Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 
Le CFSE, Hoeschst 33342, la phalloïdine 488 proviennent tous de Life Technologies 
(Carlsbad, CA, USA). Anti-PDL1-FITC provient de chez Pharmingen (San Jose, CA, 
USA). Les réactifs PlaNET proviennent de Sunshine Antibodies (Sherbrooke, Qc, Canada).  
 
8.1.2. Inhibiteurs de voies de signalisation 
 
 PP1, PP2, Piceatannol proviennent de Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, 
USA). Le SB203580, U0126, LY294002, et le 5z-7oxozeanol sont de Calbiochem (San 
Diego, CA, USA). Les paires d’anticorps pour les ELISA sandwich, ainsi que les cytokines 
et facteurs de croissance (TNF-α, GM-CSF) sont de R&D Systems (Mineneapolis, MN, 
USA). Le LPS UltraPure (E. coli 0111 :B4)  a été acheté chez InvivoGen (San Diego, CA, 
USA). Le fMLP, le DMSO, l’iodure de propidium et le PMSF sont de Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA). Le RPMI 1640 (sans endotoxine) et le LSM (sans endotoxine) ont été 
acheté chez Wisent (St-Bruno, Qc, Canada). Toutes les autres solutions et tampons sont 
préparés avec de l’eau clinique sans pyrogènes (Baxter).  
 
8.2. Isolement et culture cellulaire 
  
 Les neutrophiles ont été isolés à partir du sang périphérique de donneurs sains selon 
un protocole approuvé (#2001-18, 01-16) par un comité d’éthique institutionnel (Comité 
d’éthique de la recherche du CIUSS de l’Estrie-CHUS). En accord avec la Déclaration de 
Helsinki, tous les donneurs ont donné leur consentement écrit de façon libre et éclairée. La 
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procédure d’isolement se fait à température ambiante. Le sang est recueilli avec une poche 
de prélèvement contenant un anticoagulant (citrate de sodium). Le sang est ensuite centrifugé 
(260g, 15min, T.P.). Le plasma riche en plaquettes est enlevé, remplacé par du PBS stérile 
et du Dextran T500 est ajouté (3% final, v/v). Suite à une incubation de 30 min pendant 
laquelle une sédimentation a lieu, le surnageant est déposé sur un coussin de Lymphocyte 
separation medium (LSM) et centrifugé (400g, 20 min., T.P.). Ceci permet de récupérer les 
PBMCs (un anneau à l’interface du LSM) et les granulocytes dans le culot. Le culot est 
ensuite soumis à une lyse hypotonique de 20 secondes dans l’eau de façon à se débarasser 
des érythrocytes résiduels. Les neutrophiles sont ensuite lavés avec du PBS avant d’être 
resuspendus dans du RPMI 1640 supplémenté avec du sérum autologue (5%). La 
concentration de neutrophile dans le RPMI 1640 est de 5x106 cellules par ml. Comme le 
démontre la coloration de Wright/Giemsa, la concentration en monocytes et lymphocytes 
dans la suspension finale est de moins de 0,1%. La viabilité des neutrophiles est de plus de 
98% après 4 heures en culture, tel que déterminé par une exclusion au bleu de trypan et par 




Figure 10. Marquage Wright/Giemsa des neutrophiles et des éosinophiles. 
Image représentative de la coloration Wright/Giemsa. Sur cette image, il y a quelques 
éosinophiles identifiables à leur coloration plus foncées et les autres cellules sont des 
neutrophiles. Il n’y a pas de monocytes ou de lymphocytes présents 
 
8.3. Production et isolement des ectosomes par stimulation in vivo 
 
Les neutrophiles isolés sont mis dans une plaque de 12 puits (1 ml de suspension par 
puits). Ils sont ensuite incubés à 37°C et 5% de CO2 pendant 2 heures (ou autrement, si 
spécifié) avec ou sans stimuli et/ou inhibiteurs. La culture est récupérée et centrifugée à 
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1000g pendant 15 minutes. Le surnageant est récolté et centrifugé une seconde fois à 4°C 
pendant 15 minutes à 4000g pour récolter un culot d’ectosomes purifiés, ou à 15 000g et plus 
pour obtenir un surnageant sans ectosomes. Finalement, le culot obtenu à 4000g est 
resuspendu dans 100 μl de PBS par ml de suspension de neutrophiles de départ. 
8.4. Production et isolement des ectosomes par cavitation à l’azote 
 
Les neutrophiles à 5x106 ou 50x106 cellules par ml dans du RPMI 1640 ou du PBS, 
selon l’expérience, sont placés sur glace dans une bombe à azote en métal hermétique. La 
pression est ensuite augmentée à 350 psi à l’aide d’azote sous pression (Ear et al 2005). Les 
neutrophiles sont maintenus dans cet environnement pendant 10 minutes avant d’être 
récupérés dans un tube conique de 50 ml. Le cavitat recueilli est centrifugé (1000 g, 4°C) 
pendant 15 minutes afin de précipiter les gros débris et les corps apoptotiques. Le surnageant 
est récolté et centrifugé à 4000 g pendant 15 minutes afin de précipiter les ectosomes. Le 
culot est resuspendu dans 100 μl de PBS par ml de suspension de neutrophiles de départ.  
 
8.5. Cytométrie en flux 
 
8.5.1. Marquage des ectosomes, identification et compte des ectosomes 
  
À 10 μl de la suspension d’ectosomes purifiés sont ajoutés 40 μl de PBS stérile 
contenant de la calcéine-AM bleue à une concentration finale de 6 μM. Les ectosomes sont 
ensuite incubés à température ambiante pendant 20 minutes. Ensuite, les ectosomes sont 
incubés sur glace pendant 20 minutes dans 50 μl d’ABB (annexin-binding buffer) contenant 
3 μl d’annexine V-Alexa647 et 3 μl d’anti-CD66b-PE. Après l’incubation, 100 μl de PBS 
froid sont ajoutés et les échantillons sont conservés sur glace jusqu’à l’analyse par cytométrie 
en flux. Les échantillons sont analysés dans un Cytoflex S (Beckman Coulter) avec le logiciel 
CytExpert. La première étape de l’identification consiste à délimiter la zone contenant les 
ectosomes et à ajuster les limites de détection de la taille (FSC) et de la granulosité (SSC). 
Cette étape se fait à l’aide de billes de calibration de 100 nm et de 500 nm, ainsi qu’avec des 
neutrophiles frais. Les échantillons d’ectosomes marqués à l’annexine V-Alexa647, à l’anti-
CD66b-PE et à la calcéine-AM bleue sont analysés au cytomètre à un débit de 60 μl par 
minutes. Les filtres nommés APC (Alexa647), PE et DAPI (calcéine bleue) sont utilisés pour 
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visualiser l’émission des trois marqueurs utilisés. Seuls les événements contenus dans la zone 
de délimitation et positifs au triple marquage sont comptés (à moins d’indications contraires). 
Les événements obtenus lorsque le flux d’échantillon est instable sont ignorés. 
 
8.5.2. Spécificité du marquage à la calcéine-AM 
 
Des échantillons contenant 5x106 cellules par ml de RPMI1640 et leurs ectosomes 
sont incubés à T.P. pendant 20 minutes avec la calcéine-AM bleue à une concentration finale 
de 6 μM. Puis, certains échantillons ont été incubés pendant 5 minutes avec de la saponine 
0,1% pour solubiliser la membrane des cellules et des ectosomes. Finalement, tous les 
échantillons sont incubés avec du chlorure de cobalt (II) à une concentration finale de 100 
μM. Le chlorure de cobalt (II) élimine le signal de la calcéine présente à l’extérieure des 
cellules et des vésicules. Les échantillons ont été analysés par cytométrie en flux (Zhai et al., 
2007). 
 
8.5.3. Interaction ectosomes/cellules 
 
 Les ectosomes purifiés et comptés sont incubés à température pièce avec du 
Cytotrack Red 628/643 pendant 20 minutes. Ils sont ensuite centrifugés à 15 000 g pendant 
15 minutes et rincés avec du PBS. Cette étape est répétée 3 fois. Finalement, les ectosomes 
sont resuspendus à une concentration de 25 millions par 50 μl et incubés à 37°C avec les 
cellules à un ratio de 5 ectosomes par cellule. L’incubation est d’une durée variant de 5 
minutes à 4 heures. Les cellules sont récoltées par centrifugation (400g, 10 minutes, 4°C) et 
analysées au cytomètre (CytoFlex S) à l’aide du filtre APC, du FSC et du SSC; 10 000 
cellules par échantillon sont acquises. 
 
8.5.4. Marquage de l’actine  
 
 Les ectosomes purifiés sont fixés dans du PBS stérile contenant 2% de PFA pendant 
15 minutes à température ambiante. Par la suite, ils sont incubés avec une solution de 
saponine à une concentration finale de 0,1% pendant 5 minutes. Ils sont récoltés par une 
centrifugation à 20 000 g pendant 5 minutes avant d’être resuspendus à une concentration de 
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5 millions par 50 μl dans du PBS stérile et froid. Puis, ils sont incubés avec de la phalloïdine 
488 à une concentration de 165 nM pendant 30 minutes dans le noir. Les ectosomes sont 
ensuite analysés par cytométrie en flux (CytoFlex S) à l’aide du filtre FITC.  
 
8.5.5. Effet de l’ajout d’ectosomes sur l’apoptose 
 
 Les neutrophiles (5x106) sont incubés à 37°C pendant 20 heures avec ou sans 
stimulus et/ou ectosomes. À moins d'une indication contraire, nous utilisons un ratio de cinq 
ectosomes pour un neutrophile. Les cellules sont recueillies et rincées avec du PBS froid. 
Elles sont ensuite incubées sur glace pendant 30 minutes dans 100 μl d’ABB contenant 2 μl 
d’Annexine-V-FITC. Puis, de l’iodure de propidium à une concentration finale de 1 μg/ml 
est ajouté juste avant l’analyse par cytométrie en flux. L’analyse se fait via les filtres APC et 
FITC. 10 000 cellules par échantillon sont acquises. 
 
8.6. Visualisation de la NETose 
 
 Dans une plaque de 24 puits, 500 μl d’une suspension de neutrophiles à 2x106 cellules 
par ml sont  déposés sur des lamelles de microscopie recouvertes de poly-L-lysine. Les 
cellules sont incubées pendant 1 h à 37°C. Par la suite, les cellules sont incubées avec ou 
sans stimulus et/ou ectosomes pendant 4 h à 37°C à 5% de CO2. La réaction est arrêtée en 
ajoutant 500 μl de PBS froid contenant 1 mM de PMSF. La plaque est placée sur glace 
pendant 10 minutes. Ensuite, les neutrophiles sont incubés sur glace pendant 90 minutes avec 
1 ml de PBS contenant 1 mM de PMSF et 0,3μl de la solution commerciale de Planet reagent 
pour marquer les NETs. Puis, les cellules sont fixées avec du PBS contenant 2% de PFA et 
1μl de la solution commerciale de Hoechst 33342, un marqueur nucléaire, pendant 15 
minutes à température ambiante. Finalement, les cellules sont lavées une fois avec du PBS 
et analysées par microscopie à épifluorescence. La quantification se fait à l’aide de 3 champs 





8.7. Quantification des chimiokines secrétées 
 
Une suspension de 600 μl de neutrophiles (3x106 cellules) est déposée dans des 
plaques de 12 puits puis incubée avec ou sans stimulus et/ou ectosomes. Le temps 
d’incubation varie en fonction de la cytokine à observer. Après l’incubation, les cellules sont 
culottées (10 000g, 5min, 4°C) et les surnageants sont ensuite congelés dans de l’azote 
liquide et conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. La concentration des différentes 
cytokines dans le milieu est déterminée à l'aide de tests ELISA commercialement 
disponibles.  
 
8.8. Confirmation de la présence d’ectosomes dans les échantillons (TEM) 
 
 Les ectosomes sont produits soit par la cavitation à l’azote, par des cellules non-
stimulées ou par des cellules stimulées par 100 U/ml TNFα ou par 100 nM fMLP. Ils sont 
ensuite recueillis par centrifugation (4000g, 15 min., 4°C) avant d’être lavés trois fois avec 
du PBS stérile. Ils sont ensuite fixés dans 250 μl de PBS contenant 2% de PFA. Les 
ectosomes fixés sont transférés sur des grilles de carbone-Formvar (température ambiante, 1 
h). Il y a ensuite une post-fixation utilisant du glutaraldéhyde 2,5% (10 minutes) et trois 
lavages à l’eau de 2 minutes. Puis, les grilles sont incubées pendant 15 minutes sur une 
solution d’uranyle acétate 2%. Finalement, les grilles sont incubées avec une solution 
contenant 0,8% d’uranyle acétate et 0,13% de méthyle-cellulose avant d’être rincées avec de 
l’eau et analysées par TEM. 
 
8.9. Analyses statistiques 
 
 Les résultats sont représentés par la moyenne ± SEM. L’analyse statistique des 
résultats est faite à l’aide du logiciel Prism 7 (GraphPad, San Diego, CA, USA)  et utilise le 






9.1. L’identification des ectosomes neutrophiliques 
 
Comme démontré dans la littérature scientifique, les neutrophiles humains produisent 
plusieurs types de vésicules extracellulaires, dont les ectosomes. La caractérisation de ces 
microvésicules neutrophiliques en est à ses débuts. Les ectosomes de différentes cellules 
partagent des caractéristiques communes. Par exemple, elles mesurent entre 100 et 1000 nm, 
la double membrane est conservée, les phosphatidylsérines (PS) sont exposées à la surface 
externe, et ils contiennent plusieurs enzymes comme des estérases (Sadallah et al., 2011; 
Cocucci et al., 2015; Meldolesi et al., 2018). La présence d’estérases permet l’utilisation 
d’un marqueur comme la calcéine-AM puisque ceux-ci hydrolisent l’AM ce qui rend la 
calcéine fluorescente et hydrophile. Les PS exposées servent aussi de marqueurs 
d’ectosomes puisqu’ils lient l’annexine-V. Il y a une ségrégation des récepteurs de surface 
sur la membrane des ectosomes. Chez le neutrophile, on y retrouve, entre autres, CD66b 
(Gasser et al., 2004), lequel peut être utilisé comme marqueur spécifique des ectosomes 
d’origine neutrophilique. 
 
 Les figures 11A à D montrent les paramètres et les analyses par cytométrie en flux 
qui nous permettent de cibler une zone contenant les ectosomes. Tout d’abord, la zone est 
délimitée à l’aide d’outils d’approximation de la taille et de la granulosité (FSC et SSC, 
respectivement). En combinant ces indices avec des billes de calibration de 100 nm et de 500 
nm, il est possible d’identifier une zone propice à contenir les ectosomes (figure 11A).  La 
figure 11B montre qu’une zone d’exclusion des cellules et des gros débris est mise en place. 
La figure 11C montre la méthode utilisée pour inclure les événements uniques dans l’analyse 
et exclure les agrégats. La figure 11D montre une population d’ectosomes neutrophiliques 
positive au triple marquage (Calcéine-AM, Annexine-V et anti-CD66b). Le figure 11E 
montre la spécificité de la calcéine-AM pour les vésicules intactes. Finalement, à l’aide de 
ces paramètres et de ces marqueurs, il est possible de visualiser les différentes populations 
d’ectosomes neutrophiliques, qu’elles proviennent d’échantillons non stimulés, stimulés ou 






Figure 11. Identification des ectosomes neutrophiliques par cytométrie en flux. 
Images représentatives d’une expérience. A. La zone orange délimitée à l’aide des billes de 
100 nm (vert) et 1000 nm (bleu) contient les ectosomes neutrophiliques. L’échantillon de 
neutrophiles est en noir. B. La zone d’exclusion des cellules et des plus gros événements. 
Les cellules sont en verts et la partie contenant les microvésicules en noirs. C. La zone 
permettant d’identifier les événements simples et d’exclure les agrégats. D. La population 
obtenue à l’aide du triple marquage à la calcéine-AM bleue (6 μM), l’annexine-Alexa647 
(3μl/200μl) et l’anti-CD66b-PE (3μl/200μl). E. Les microvésicules positives à la calcéine-
AM (μM) avec ou sans perméabilisation de la membrane. F. Les populations d’ectosomes 
neutrophiliques visibles pour un échantillon non stimulé, un échantillon stimulé au fMLP 
(100 nM) et un échantillon provenant de la cavitation à l’azote de cellules non stimulées. 
 
 
Une confirmation de la présence d’ectosomes dans nos échantillons a été obtenue à 
l’aide de la microscopie électronique par transmission (TEM) comme le montre la figure 12. 
La première photo montre un échantillon stimulé au fMLP et la deuxième un échantillon 
obtenu par cavitation à l’azote. Il est important de noter que comme les résultats obtenus en 
cytométrie, il semble y avoir plus d’ectosomes dans les échantillons produits par cavitation 
à l’azote, mais aucune quantification n’a été faite. Ceci étant, les ectosomes sont bel et bien 




Figure 12. Confirmation de la présence de microvésicules par TEM 
Images représentatives d’une expérience. A. La première image montre une microvésicule 
provenant d’un échantillon stimulé au fMLP (100 nM, 2 h). La seconde image montre des 
ectosomes obtenus par cavitation à l’azote (350 psi, 10 min). B. L’image montre un champ 
à 7000x contenant des microvésicules obtenues par cavitation à l’azote. n=2  
 
9.2. Isolement et la conservation des ectosomes neutrophiliques 
 
L’identification des ectosomes est une étape clef de ce projet, mais cela ne permet 
pas d’utiliser les ectosomes pour stimuler les neutrophiles. Pour pouvoir utiliser les 
ectosomes, il a été nécessaire de développer une méthode d’isolement des ectosomes 
neutrophiliques. La méthode privilégiée pour l’isolement des ectosomes est la centrifugation 
différentielle. On se débarrasse en premier des gros débris et noyaux par une centrifugation 
à 1000g pendant 10 min. À partir du surnageant ainsi obtenu, une première centrifugation à 
4000g permet de culotter de 76 à 84% des ectosomes neutrophiliques triple marqués dans 
l’échantillon. À la suite de cette première centrifugation, le surnageant est centrifugé à 
15 000g, et 12 à 21% d’ectosomes supplémentaires sont culottés. Le surnageant de la 
seconde centrifugation est finalement ultracentrifugé à 100 000g pendant une heure. Cette 
dernière centrifugation permet de culotter un 2 à 12% d’ectosomes supplémentaires (Figure 
13A).  
 
Par ailleurs, il faut pouvoir conserver les ectosomes produits pour les utiliser dans des 
expériences subséquentes. Trois protocoles de conservation ont été testés (Figure 13B). Le 
premier protocole consiste à culotter les ectosomes et les conserver à 4°C. Le second 
protocole consiste à faire un snap freeze (-196°C) des culots d’ectosomes et à les entreposer 
à -80°C. Le dernier protocole est celui utilisé pour congeler les lignées cellulaires, dans 
lequel 10% de DMSO est ajouté à l’échantillon et celui-ci est mis à -80°C dans un 
compartiment permettant à la température de descendre lentement jusqu’à l’atteinte du -
80°C. Comme le montre la figure 13B, il n’y a pas de différences significatives entre la 
quantité d’ectosomes conservés par chacune des méthodes. Cependant, avec la première 
méthode (culots conservés à 4°C), la quantité d’ectosomes conservés varie énormément d’un 
échantillon à l’autre. Il y a aussi des formations d’agrégats dès le premier jour (figure 13C). 
La seconde méthode (snap freeze) permet de conserver les ectosomes sans que des agrégats 
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ne se forment en grande quantité. Cependant, la quantité d’ectosomes conservée varie 
grandement d’un échantillon à l’autre. Le dernier protocole permet d’éviter la formation 
d’agrégats, et la variation entre les échantillons est plus faible qu’avec les deux autres 
méthodes. Dans cette expérience, deux méthodes sont utilisées pour éliminer les agrégats de 
l’analyse. Premièrement, il y a l’utilisation du paramètre SSC-Width/SSC qui permet 
d’éliminer certains agrégats de l’analyse. Deuxièmement, l’utilisation de contours permet de 
cibler des événements anormaux. Dans ce cas-ci, les contours en vert dans les graphiques de 
la figure 13C permettent d’éliminer de l’analyse les événements dont la taille est plus grande 
que celle des ectosomes. Ces événements représentent probablement des agrégats puisque 





Figure 13. Isolement et la conservation des ectosomes neutrophiliques 
A. Proportion d’ectosomes isolés à chaque étape de la centrifugation différentielle. Les 
ectosomes sont identifiés à l’aide du triple marquage à la calcéine-AM bleue (6 μM), 
l’annexine-alexa647 (3μl/200μl) et l’anti-CD66b-PE (3μl/200μl). Moyenne ± SEM de 3 
expériences indépendantes. B. Graphique montrant le % d’ectosomes conservés pour 
chacune des méthodes testées après 24 h ou 7 jours.  Les ectosomes sont identifiés à l’aide 
du triple marquage. Moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. C. Images 
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représentatives d’une expérience de conservation démontrant la présence importante 
d’agrégats (encadré vert) lors de la conservation des culots d’ectosomes à 4°C. 
 
9.3. Cinétique de production des ectosomes neutrophiliques 
 
Suite à la mise en place d’une méthode fiable pour l’isolement et l’identification des 
ectosomes neutrophiliques, nous nous sommes intéressés à leur cinétique de production dans 
le but d’optimiser la quantité d’ectosomes produits et récoltés. Le neutrophile produit 
constitutivement des ectosomes, mais certains stimuli permettent d’augmenter la quantité de 
microvésicules produites (Timár et al., 2013; Hong, 2018). Nous avons donc étudié la 
cinétique de production des ectosomes neutrophiliques en réponse à 4 stimuli différents : le 
GM-CSF, le LPS, le TNFα et le fMLP. Dans la littérature, il est connu que le LPS, le TNFα 
et le fMLP stimulent la production d’ectosomes par le neutrophile (Hong, 2018). Cependant, 
l'effet du GM-CSF sur la production d'ectosomes n'est pas connu. Dans la figure 14A, il est 
montré que le LPS, le fMLP et le TNF-α stimulent la production d’ectosomes 
neutrophiliques. Par contre, le GM-CSF ne stimule pas de façon significative la production 
d’ectosomes par les neutrophiles (fig. 14A). Ainsi, tous les stimuli du neutrophile n’induisent 
pas la génération d’ectosomes. Il est important de noter que la production d’ectosomes par 
les neutrophiles en réponse au LPS varie grandement en fonction des différents donneurs, ce 
qui n'est pas le cas avec le TNF-a et le fMLP. Pour cette raison, les expériences subséquentes 
ont été réalisées avec du fMLP et/ou du TNF- α. 
 
Dans la littérature, il est décrit que certaines cellules comme les macrophages et les 
cellules dendritiques produisent des ectosomes dans les secondes suivant leur stimulation 
(Coccuci et al., 2009; Shifrin et al., 2013; Baroni et al., 2007). Chez le neutrophile, la 
production serait également rapide, débutant quelques minutes après la stimulation et 
continuant pendant quelques heures (Johnson III et al., 2014; Cumpelik et al. 2015). Dans le 
but d’investiguer les conditions optimales de production d’ectosomes par les neutrophiles, nous 
avons réalisé des cinétiques de production d’ectosomes par les neutrophiles stimulés par du 
TNF-α ou du fMLP (figure 14B). Les deux stimuli induisent rapidement la production 
d’ectosomes neutrophiliques (< 15 minutes). La production reste stable pendant quelques 




 Suite à la faible quantité d’ectosomes obtenus par la stimulation physiologique, nous 
avons tenté une méthode permettant de produire rapidement de grandes quantités 
d’ectosomes. Gao et al. (2017) ont rapporté un protocole permettant la production 
d’ectosome par cavitation à l’azote. Cependant, contrairement à leur protocole, la cavitation 
à l’azote est faite une seule fois à 350 psi pendant 10 minutes plutôt que deux fois à 450 psi 
pendant 15 minutes. Cela permet d’éviter la lyse nucléaire et de diminuer la quantité de 
débris produits (Ear et al. 2005; McDonald et al, 1997). Comme le démontre la figure 14C, 
la cavitation à l’azote permet d’obtenir rapidement une grande quantité d’ectosomes même 
à partir de neutrophiles non stimulés. De plus, il est possible d’augmenter la densité de 
neutrophiles par ml de solution pour augmenter la quantité d’ectosomes produits (Figure 
14D). Le quantité d’ectosomes obtenus par cavitation à l’azote est bien supérieure à celle 
obtenue par la stimulation avec le fMLP. Donc, contrairement aux stimuli physiologiques, 
la cavitation à l’azote permet d’obtenir rapidement et simplement une quantité importante 
d’ectosomes neutrophiliques. Cela est nécessaire pour étudier les effets des ectosomes 






Figure 14. Cinétique de production des ectosomes neutrophiliques 
A. Les cellules ont été stimulées au fMLP (100 nM), TNF-α (100 U/ml), LPS (100 ng/ml) 
ou GM-CSF (1 nM) pendant 2 heures. Moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes *, 
p < 0.05 vs ctrl non stimulé. B. Cinétique de la production d’ectosomes par des neutrophiles 
stimulés au fMLP (100 nM) et au TNF-α (100 U/ml). Moyenne ± SEM de 3 expériences 
indépendantes *, p < 0.05; **, p < 0.01 : ***, p <0.001 vs ctrl non stimulé C. Ectosomes 
produits par 5M de cellules à l’aide de la cavitation à l’azote (350 psi, 10 minutes) et/ou de 
la stimulation au fMLP (100 nM) pendant 2h. Moyenne ± SEM de 3 expériences 
indépendantes *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 vs ctrl non stimulé D. Ectosomes 
produits par cavitation à l’azote en augmentant la densité de neutrophiles (5M/ml vs 





9.4. Inhibition de la production d’ectosomes chez le neutrophile humain 
 
 Puisque nous avons une méthode fiable pour étudier la production d’ectosomes chez 
le neutrophile, nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation affectant leur 
production. Des études précédentes dans le laboratoire ont montré l’importance des voies de 
signalisation MAPKs, Syk/Src, PI3K/Akt et IKK/NF-NB dans la régulation des réponses 
fonctionnelles du neutrophile (Ear et al., 2010; Fortin et al., 2011; Fortin et al., 2013; Sylvain-
Prévost et al., 2015; Simard et al., 2015; Tatsiy et McDonald, 2018). Nous avons bloqué les 
différentes voies à l’aide d’inhibiteurs sélectifs précédemment utilisés et testés dans le 
laboratoire. TAK1 est inhibé avec le 5Z-7-oxozeaenol (1 μM); p38 avec SB203580 (1 μM); 
MEK avec PD98059 ou UO126 (10 μM); Syk avec le piceatannol (10 μM); PI3K avec le 
LY294002 (10 μM); Src avec PP1, PP2, ou Src-I1 (10 μM); et JNK avec SP600125 (10 μM) 
ou JNK inhibitor VIII (10 μM) (Ear et al., 2010; Fortin et al., 2011; Fortin et al., 2013; 
Sylvain-Prévost et al., 2015; Simard et al., 2015; Tatsiy et McDonald, 2018). Les contrôles 
de cette expérience sont des échantillons de neutrophiles ne contenant pas d’inhibiteurs ni de 
stimuli. Leurs conditions d’incubation sont les mêmes que celles des autres échantillons. De 
plus, il est important de noter que le contrôle et les échantillons contiennent tous 1μl de 
DMSO puisque certains inhibiteurs sont solubilisés dans le DMSO. Comme le montre la 
figure 15A, tous les inhibiteurs excepté le SP600125 ont un effet statistiquement significatif 
sur la production d’ectosomes chez le neutrophile. Pour ce qui est de l’effet observé avec 
JNK inhibitor VIII, il s’agit probablement d’un effet non-spécifique puisque SP600125 n’a 
aucun effet significatif et que JNK n’est pas activé par le fMLP (Cloutier et al., 2003). 
 
 Nous avons aussi utilisé un inhibiteur d’exosomes (GW4869) pour vérifier que les 
vésicules extracellulaires isolées ne contiennent pas en partie des exosomes. GW4869 est 
spécifique aux exosomes puisqu’il inhibe les nSmases alors que la biogenèse des ectosomes 
nécessite les aSmases (Bianco et al., 2009). Comme attendu, il n’y a eu aucun changement 
significatif dans la quantité d’ectosomes produits par le neutrophile en présence de 
l’inhibiteur d’exosomes (Figure 15B). Il ne semble pas y avoir d’impact sur la taille et la 






Figure 15. Effets de différents inhibiteurs sur la production d’ectosomes 
A. Les neutrophiles ont été incubés avec les différents inhibiteurs pendant 30 minutes avant 
d’être stimulés avec du fMLP (100 nM) pendant 2h. Moyenne ± SEM de 4 expériences 
indépendantes. *, p < 0.05; **, p < 0.01 et ***, p<0.001 vs  fMLP seul. B. Effet de 
l’inhibiteur d’exosomes sur la production de vésicules extracellulaires par le neutrophile. 
Les échantillons ont été incubés avec 20 μM de GW4869 pendant 30 minutes avant d’être 
stimulés avec du TNF-α (100 U/ml) ou du fMLP (100 nM) pendant 2h. Moyenne ± SEM 
de 3 expériences indépendantes *, p < 0.05; **, p < 0.01 vs ctrl non stimulé. C. Population 







9.5. Interactions entre les ectosomes et les neutrophiles 
 
 Nous avons ensuite examiné l’impact des ectosomes neutrophiliques sur les réponses 
fonctionnelles de ces cellules. Pour ce faire, des ectosomes marqués au Cytotrack Red ont 
été co-incubés avec une population de neutrophiles à un ratio de 5 ectosomes par cellule. Les 
neutrophiles ont ensuite été récupérés à l’aide d’une centrifugation (400 g, 10 min, 4°C). La 
centrifugation à 400g permet de culotter les cellules et de conserver les ectosomes libres dans 
le surnageant. Les cellules culottées sont ensuite analysées par cytométrie en flux. Pour 
s’assurer d’observer des neutrophiles seulement, des seuils de taille et de granulosité sont 
mis en place à l’aide d’un échantillon de neutrophiles isolés et non-marqués. Comme on peut 
l’observer à la figure 16, une partie des neutrophiles devient rapidement positive au 
Cytotrack (< 5 minutes). Cela suggère qu’il y a une interaction entre les neutrophiles et les 
ectosomes, quoique le type d’interaction reste à identifier. 
 
 
Figure 16. Interaction des ectosomes neutrophiliques et des neutrophiles 
Les ectosomes ont été incubés avec du CytoTrack Red 628/643 pendant 20 minutes. Ensuite, 
les neutrophiles non marqués sont co-incubés avec les ectosomes CytoTrack+ avant d’être 
analysés par cytométrie en flux. A. Le % de neutrophiles positifs au CytoTrack après 
l’incubation avec des ectosomes neutrophiliques marqués. Moyenne ± SEM de 3 expériences 
indépendantes *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 vs ctrl sans ectosome.  B. La moyenne 
de fluorescence des cellules marquées au CytoTrack exprimées en fold increase du ctrl non 






9.6. Effet des ectosomes neutrophiliques sur la survie du neutrophile humain 
 
Par la suite, nous nous sommes intéressés à leurs effets sur les réponses fonctionnelles 
du neutrophile. L’une des réponses étudiées est la survie du neutrophile. Pour ce faire, nous 
avons stimulé les neutrophiles avec du GM-CSF pour promouvoir leur survie (Fossati et al., 
1998). Comme nous pouvons l’observer aux figures 17A et 17B, l’ajout d’ectosomes en 
grande quantité diminue la survie des neutrophiles de façon significative, qu’il y est présence 
ou non de GM-CSF. Il est aussi intéressant de noter qu’une faible concentration d’ectosomes 
neutrophiliques promeut la survie des neutrophiles de façon significative (Figures 17A et 
17B). Lorsqu’on analyse la nécrose des neutrophiles en présence d’ectosomes 
neutrophiliques, on observe la tendance inverse. Plus la quantité d’ectosomes augmente, plus 
la nécrose est importante. Cependant, contrairement à ce qui est observé pour la survie, une 
faible concentration d’ectosomes n’a pas d’effet protecteur sur la nécrose des neutrophiles 





Figure 17. Effet des ectosomes neutrophiliques sur la survie du neutrophile humain 
A. Images représentatives de quelques échantillons d’une expérience permettant de bien voir 
le déplacement de la population de neutrophile en fonction des conditions auxquelles elle est 
soumise. Dans la zone inférieure gauche, ce sont les neutrophiles survivants (annexine-/ 
PI-), dans la zone inférieure droite ce sont les neutrophiles apoptotiques (annexine+/PI-) et 
dans le coin supérieur droit, ce sont les neutrophiles nécrotiques (annexine+/PI+). B. Effet 
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des différentes conditions sur la survie des neutrophiles après 20h avec ou sans GM-CSF 
(1μM) et/ou ectosomes. C. Effet des différentes conditions sur la nécrose des neutrophiles 
après 20h avec ou sans GM-CSF (1μM) et/ou ectosomes. §, p<0.05 vs non stimulés; *, p < 
0.05 et **, p < 0.01 vs GM-CSF seul. Moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes.  
 
9.7. Les ectosomes neutrophiliques et la NETose 
 
La mort du neutrophile enclenche divers mécanismes ayant des effets prorésolution 
et/ou anti-inflammatoires sur certaines cellules du système immunitaire, dont les 
macrophages (Ortega-Gomez, et al., 2013; Greenlee-Wacker, 2016). Puisque les ectosomes 
semblent affecter les réponses anti-inflammatoires ou pro-résolution, nous avons étudié leurs 
effets sur une autre réponse fonctionnelle aux propriétés partiellement anti-inflammatoires: 
la NETose. Dans le cadre de ces expériences, les neutrophiles ont été stimulés avec des 
ectosomes et/ou du TNF-α, un stimulus menant à la production de NETs (Keshari et 
al.,2012). Les résultats obtenus montrent que les ectosomes avec ou sans TNF-α stimulent 
la NETose des neutrophiles humains. La stimulation de la NETose par les ectosomes semble 
donc être dose-dépendante puisque plus le ratio d’ectosomes par cellule augmente, plus il 
semble y avoir de NETs. Cependant, puisqu’aucune analyse quantitative n’a encore été 
effectuée, cela demeure à confirmer (figure 18). Il sera donc important d’utiliser le NETosis 
index pour quantifier ces expériences. Fait à noter, les NETs observés à la plus haute 
concentration d’ectosomes ressemblent à ce qui est observé lors de la surstimulation de la 









Figure 18. Effet des ectosomes neutrophiliques sur la NETose 
Les neutrophiles ont été incubés sur des lamelles enduites de poly-L-lysine pendant 4h avec  
ou sans TNF-D (100 U/ml) et/ou ectosomes. La NETose a été observée à l’aide du PlaNET 




9.8. Effet des ectosomes sur la production de cytokines 
 
 Puisque les ectosomes semblent affecter les réponses du neutrophile ayant des rôles 
pro-résolutions ou anti-inflammatoires, nous nous sommes demandé s’ils avaient aussi des 
effets inhibiteurs sur certaines réponses pro-inflammatoires. Afin de vérifier cela, nous avons 
stimulé des neutrophiles avec du TNF-α pour induire la production de certaines chimiokines 
pro-inflammatoires comme l’IL-8 (Osawa et al., 2002). Les concentrations d’IL-8 en présence 
d’ectosomes et/ou de TNF-α ont été analysées par ELISA (figure 19). Tel que montré à la 
Fig 18, la présence d’ectosomes en grande quantité inhibe la relâche d’IL-8 par les 
neutrophiles stimulés au TNF-α. L’effet des ectosomes semble dose-dépendant puisque de 
faibles concentrations d’ectosomes ont peu ou pas d’effet sur la sécrétion d’IL-8. Finalement, 
lorsque les neutrophiles sont stimulés seulement par les ectosomes, la sécrétion d’IL-8 est 












Figure 19. Effet des ectosomes sur la sécrétion d’IL-8 par le neutrophile humain 
Les neutrophiles ont été stimulés par du TNF-α (100 U/ml, 6h, 37°C) en présence ou non de 
diverses concentrations d’ectosomes neutrophiliques. La sécrétion d’IL-8 a été mesurée par 






Lors de leur découverte et pendant plusieurs années, les vésicules extracellulaires 
étaient majoritairement considérées comme de simples débris cellulaires sans fonction 
précise. Depuis, de nombreuses études ont démontré l’importance de ces vésicules dans la 
régulation de plusieurs réponses physiologiques et dans la communication intercellulaire 
(Raposo et Stahl, 2019). C’est aujourd’hui un domaine de recherche en pleine expansion. 
Chez le neutrophile, la production de vésicules extracellulaires et les impacts de celles-ci 
sont encore peu étudiés. Il a été démontré que les neutrophiles produisent plusieurs types de 
vésicules extracellulaires comme les corps apoptotiques, les exosomes et les ectosomes 
(Hess et al., 1999; Bratton et Henson, 2011; Vargas et al., 2016). Dans le cadre de ce projet 
de recherche, nous avons étudié les ectosomes neutrophiliques ainsi que quelques-uns de 
leurs effets sur les neutrophiles humains. 
 
Tout d’abord, nous avons mis au point un protocole d’identification et d’isolement 
des ectosomes neutrophiliques. Pour l’identification, plusieurs méthodes sont disponibles 
telles que la cytométrie en flux, la microscopie à épifluorescence et la microscopie 
électronique (Chuo et al., 2018; Görgens et al., 2019). Pour nos besoins, nous avons 
privilégié la cytométrie en flux puisqu’elle offre un bon rapport entre précision et rapidité. 
La microscopie électronique a aussi été utilisée pour confirmer les résultats de la cytométrie 
et visualiser les ectosomes directement. Cependant, pour une utilisation fréquente, les 
protocoles de microscopie électronique sont trop longs à réaliser pour nos besoins. La 
microscopie à épifluorescence aurait pu être une solution pour visualiser rapidement les 
ectosomes. Cependant, avec ce type de microscopie, la précision laisse à désirer et ne permet 
pas de bien visualiser les microvésicules. C’est pourquoi nous avons opté pour la cytométrie 
en flux malgré le fait que l’on n’observe pas directement les ectosomes avec cette méthode. 
 
Pour marquer les ectosomes en cytométrie de flux, plusieurs protocoles utilisent 
l’annexine-V puisque les phosphatidylsérines sont exposées à la surface de l’ectosome. Pour 
estimer la taille des ectosomes avec le FSC et la granulosité avec le SSC des billes de 
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calibration sont utilisées. Le paramètre SSC-width/SSC (ou FSC-width/FSC) est utilisé pour 
discriminer les événements simples des agrégats pendant l’analyse (Houtz et al., 2004). 
Quelques protocoles ajoutent aussi des marqueurs spécifiques au type cellulaire. Dans notre 
cas, nous avons marqué les ectosomes avec un anti-CD66b puisque CD66b est spécifique 
aux granulocytes et qu’il se retrouve à la surface des ectosomes du neutrophile (Gustafson et 
al., 2015; Gasser et al., 2003). Finalement, les ectosomes sont des vésicules extracellulaires 
qui contiennent diverses protéines et molécules comme de l’ARNm et des enzymes (Cocucci 
et Meldolesi, 2015). Parmi ces enzymes, on retrouve des estérases. Les estérases hydrolysent 
la calcéine-AM, ce qui permet de marquer les microvésicules intactes. De plus, lorsque la 
membrane des ectosomes est perméabilisée, la fluorescence de la calcéine disparait. Cela 
démontre que la calcéine se retrouve à l’intérieur des vésicules intactes (fig. 11E; Gray et al., 
2015). 
 
Ce qui différencie notre méthode des autres méthodes utilisées habituellement, c’est 
l’utilisation de 3 marqueurs et de plusieurs paramètres d’analyse dans le but de visualiser 
avec précision les populations d’ectosomes intactes. Cette méthode d’identification nous 
permet aussi de procéder à un compte semi-quantitatif de la concentration d’ectosomes dans 
nos échantillons. Ce compte est crucial pour les expérimentations de cinétique de production 
et de stimulation des neutrophiles. Il est important de noter que certaines particules sont 
ignorées de l’analyse dû aux limites du cytomètre (abort rate des échantillons).  
 
Notre méthode diffère également de celles habituellement utilisées dans la littérature 
du point de vue de la standardisation. Plusieurs protocoles utilisent des moyens indirects pour 
approximer le nombre de microvésicules et standardiser leurs résultats. Par exemple, des 
groupes utilisent des essais protéiques (i.e. Bradford) ou des essais lipidiques pour 
approximer le contenu total en protéines ou lipides dans leurs échantillons, et standardisent 
leurs résultats en fonction de ceux-ci (Hartjes et al., 2019). Il s’agit cependant d’une 
standardisation indirecte qui peut varier énormément en fonction de la taille des vésicules, 
du type de cellules ayant produits les VEs, et même en fonction du stimulus ayant mené à la 
formation des VEs chez un même type cellulaire. De plus, ces méthodes sont généralement 
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longues à exécuter et ne permettent pas l’utilisation rapide des vésicules isolées. Il existe des 
équipements spécialisés comme le qNano Gold et le NanoSight NS300 qui permettent 
l’analyse des vésicules extracellulaires avec rapidité, exactitude et précision, mais leur 
disponibilité est récente, si bien qu’ils ne sont pas encore très répandus (Maas et al., 2015; 
Akers et al., 2016).  Donc, bien que notre méthode ait certaines limites, elle est rapide, 
précise et accessible. De plus, elle permet un compte semi-quantitatif direct des 
microvésicules présentes. Cela permet d’éliminer les variations dues au stimulus utilisé et au 
type cellulaire, qui sont un problème dans les comptes lipidiques ou protéiques.  
 
Nous avons aussi dû mettre en place un protocole de production des ectosomes pour 
en produire rapidement et en grande quantité. La majorité des protocoles utilisent des cellules 
stimulées avec des stimuli physiologiques, mais cette méthode peut s’avérer onéreuse et 
longue puisqu’il faut utiliser énormément de cellules et de stimuli pour isoler une quantité 
appréciable d’ectosomes. La méthode que nous avons privilégiée est la cavitation à l’azote, 
rapportée par Gao et al. (2017), et que nous avons adaptée. Un autre avantage de cette 
méthode est qu’on peut augmenter la densité de neutrophiles dans l’échantillon pour obtenir 
une plus grande quantité d’ectosomes dans le même laps de temps. L’une des limites de cette 
méthode est que les ectosomes obtenus ne sont pas exactement les mêmes que ceux obtenus 
avec chacun des stimuli physiologiques. En effet, comme mentionné dans l’introduction, le 
contenu et les molécules de surface des ectosomes peuvent varier en fonction du stimulus 
menant à leur production. Donc, le contenu des ectosomes produits par cavitation à l’azote 
est probablement différent de celui des ectosomes produits à l’aide de stimuli 
physiologiques. Donc, il est possible que la réaction des neutrophiles ne soit pas exactement 
la même lorsqu’ils sont stimulés par les ectosomes produits par cavitation à l’azote ou par 
l’un des stimuli physiologiques. Cependant, nous avons pu établir que les caractéristiques 
étaient tout de même très similaires entre les microvésicules issues des deux protocoles, 
comme l’avaient noté Gao et al. (Gao et al., 2017). 
 
 Finalement, pour pouvoir utiliser les ectosomes, nous avons développé un protocole 
d’isolement des ectosomes neutrophiliques utilisant la centrifugation différentielle. Plusieurs 
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autres méthodes existent et sont couramment utilisées dans la littérature. Il y a le trieur de 
cellules qui pourrait potentiellement être utilisé, mais la sensibilité de l’équipement 
disponible dans la plateforme institutionnelle n’est pas assez grande pour qu’on puisse trier 
les ectosomes de nos échantillons. Il y a aussi les méthodes par ultrafiltration, privilégiées 
pour les essais cliniques (Li et al., 2017), mais elles sont peu accessibles en raison de leur 
coût. Plusieurs autres techniques d’isolement existent (Li et al., 2017), mais elles peuvent 
affecter les caractéristiques des ectosomes isolés, ou elles requièrent de l’équipement 
spécialisé. La meilleure approche dans notre cas était donc la centrifugation différentielle. 
La majorité des protocoles d’isolement par centrifugation différentielle ne conviennent pas 
aux ectosomes neutrophiliques produits par cavitation à l’azote. En effet, ils ne prennent pas 
en compte la présence de plusieurs autres corpuscules chez le neutrophile, comme les 
granules ou les mitochondries. Les granules sont des vésicules intracellulaires chez le 
neutrophile, mais lorsque la cavitation est utilisée, elle se retrouve dans le cavitat (Borregaard 
et al., 1983). Pour culotter les microvésicules, une centrifugation de 10 000-15 000g est 
souvent utilisée (100 000g pour les exosomes). À cette vitesse de centrifugation, certaines 
granules se retrouvent dans le culot (Dzau et al., 1987) ce qui risque fort d’affecter les 
résultats obtenus lors de la stimulation des cellules avec les ectosomes. Notre première 
centrifugation à 1000g nous permet d’enlever les débris et les cellules. Le surnageant est 
ensuite centrifugé à 4000g et, à cette vitesse, nous récupérons entre 75 et 85% des ectosomes 
neutrophiliques comme démontré dans la figure 13A. La limite de cette méthode est que 
nous ne récupérons pas les ectosomes ayant une densité plus faible, ce qui pourrait affecter 
les résultats obtenus. Nous considérons toutefois qu’il est plus important d’éviter une 
contamination par des granules, que d’obtenir 100% des ectosomes.  
 
Dans le cadre de ce mémoire, nous avons démontré qu’il y a une production 
d’ectosomes constitutive chez les neutrophiles, même au repos, et que différents stimuli 
augmentent cette production de plusieurs fois. Le LPS, le TNF-α et le fMLP stimulent tous 
la production d’ectosomes alors que le GM-CSF ne semble pas avoir d’effet significatif sur 
celle-ci. Ces résultats sont en accord avec ce que l’on retrouve dans la littérature (Hong, 
2018). De plus, nous avons démontré que la production d’ectosomes par des cellules 
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stimulées au fMLP, LPS ou TNF-α est augmentée de plusieurs fois comparativement à la 
production par des cellules non stimulées. (Figure 14A).  
 
Dans la figure 15A, nous montrons que les voies de signalisation Src et TAK1 
semblent impliquées dans la production des ectosomes neutrophiliques. Pour la voie Src, il 
a été démontré chez les cellules gliales qu’elle est impliquée dans la production d’ectosomes 
en induisant la migration des A-SMase à la membrane plasmique (Bianco et al., 2009). Pour 
ce qui est de TAK1, plusieurs études réalisées dans le laboratoire ont démontré son 
importance dans la régulation des réponses fonctionnelle du neutrophile (Ear et al., 2010; 
Fortin et al., 2011; Fortin et al., 2013; Simard et al., 2015; Sylvain-Prévost et al., 2015; 
Tatsiy et McDonald, 2018). Donc, les résultats obtenus et qui montrent que TAK1 joue un 
rôle dans la régulation de la production d’ectosomes sont très plausibles. Cependant, 
l’inhibition des voies de signalisations n’affecte qu’une faible partie de la production 
d’ectosomes. La question reste donc à élucider, qu’est-ce qui contrôle la production 
d’ectosomes chez le neutrophile? Plusieurs avenues restent à explorer… Il est possible que 
la production d’ectosomes soit un processus où la production est simplement augmentée par 
l’état d’activation des cellules plutôt que par une mobilisation de certaines voies de 
signalisation en particulier. Toutefois, le cas du GM-CSF cadre mal avec cette explication. 
Il est clair que des études plus poussées seront nécessaires afin d’élucider cet aspect de la 
production d’ectosomes.  
 
 Dans la littérature, des effets des ectosomes neutrophiliques sur les macrophages, les 
cellules dendritiques et les cellules NK ont déjà été rapportés (Johnson III et al., 2014). Par 
exemple, chez le macrophage, les ectosomes neutrophiliques favorisent la mise en place du 
phénotype prorésolution (Timár et al., 2013) et ils inhibent la maturation nickel-dépendante 
des cellules dendritiques (Turbica, 2015). À ce jour, il n’y avait encore aucune étude ayant 
démontré des effets des ectosomes neutrophiliques sur les neutrophiles. Dans ce mémoire, 
nous avons démontré que les ectosomes neutrophiliques ont des effets marqués sur les 




Premièrement, nous avons démontré que les ectosomes neutrophiliques affectent la 
nécrose et la survie des neutrophiles, l’effet varie selon la quantité d’ectosomes présents. 
Une grande concentration d’ectosomes stimule la nécrose du neutrophile humain à 20h alors 
qu’une faible concentration a plutôt l’effet inverse. Le mécanisme le plus plausible pour 
expliquer ces résultats est que la présence de molécules pro-inflammatoires et réactives à 
l’intérieur des ectosomes neutrophiliques affecte la survie et la mort des neutrophiles. En 
effet, il a été démontré que les ectosomes neutrophiliques contiennent des granules (Hess et 
al., 1999). Il est aussi possible qu’ils contiennent des molécules pro-inflammatoires et 
d’autres molécules pouvant causer des dommages aux cellules environnantes. S’il y a une 
petite quantité d’ectosomes, les molécules pro-inflammatoires vont activer les neutrophiles 
et augmenter leur survie ce qui concorde avec les résultats obtenus. Dans ce cas-ci, il est 
possible que les molécules granulaires, les ROS et les autres protéines réactives ne soient pas 
présentes en assez grande quantité pour causer des dommages importants et diminuer la 
survie du neutrophile. En augmentant le ratio d’ectosomes par cellule, il est possible que la 
quantité de molécules réactives devienne assez grande pour causer des dommages importants 
aux neutrophiles et stimuler leur mort ce qui concorde aussi avec les résultats obtenus.  
Nous avons aussi montré que les ectosomes neutrophiliques ont un effet sur la 
production de cytokines chez le neutrophile humain. La production d’IL-8 chez le 
neutrophile humain stimulé au TNF-α est fortement inhibée par la présence d’une grande 
quantité d’ectosomes neutrophiliques alors qu’une faible quantité n’a pas d’impact 
significatif sur la production de cette cytokine. Deux mécanismes d’action peuvent expliquer 
cet effet. Le premier est le fait que les ectosomes stimulent la nécrose du neutrophile même 
à des temps aussi courts que 6 h (données non montrées) ce qui implique qu’il y a moins de 
neutrophiles en état de produire de l’IL-8 en présence d’ectosomes. Le second mécanisme 
est via l’inhibition de TAK1. Dans une étude de 2018, Marwick et al. ont démontré que les 
ectosomes neutrophiliques affectaient NF-κB en bloquant TAK1 et les IKKs chez le 
macrophage. Il est donc possible qu’ils affectent aussi ces molécules de signalisation chez 
les neutrophiles. Comme expliqué précédemment, TAK1 est une molécule clef de la 
régulation des réponses fonctionnelles du neutrophile humain, dont la production de 
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cytokines (Ear et al., 2010; Fortin et al., 2011; Fortin et al., 2013; Simard et al., 2015; 
Sylvain-Prévost et al., 2015; Tatsiy et McDonald, 2018). 
 
 Finalement, nous avons aussi observé les effets des ectosomes neutrophiliques sur la 
NETose. Comme nous l’avons montré à la figure 18, les ectosomes neutrophiliques stimulent 
la NETose en présence ou non de stimuli physiologiques comme le TNF-α. Lorsqu’une 
grande concentration d’ectosomes est ajoutée, on observe une surstimulation de la NETose. 
Un effet qui a aussi été observée avec la stimulation par le PMA. Cependant, une 
quantification standardisée de la NETose (NET index) devra être faite pour confirmer ces 
observations. Il est connu que la stimulation du neutrophile par différentes classes de stimuli 
tels que le PMA, le fMLP et le TNF- α active différentes voies de signalisation et stimule la 
NETose (Takei et al., 1996, Brinkmann et al., 2004). Un mécanisme similaire pourrait 
expliquer la stimulation de la NETose par les ectosomes. Il est possible qu’en fusionnant 
avec le neutrophile et en relâchant son contenu dans le cytosol du PMN, l’ectosome active 
diverses voies de signalisation et stimule la production de NETs. Finalement, la phagocytose 
des ectosomes par les neutrophiles pourrait aussi stimuler la NETose. Lors de la phagocytose, 
il y a la formation du phagolysosome ce qui mène à la production de ROS. Or, dans la 
littérature, il est démontré que la production de NETs est stimulée par les ROS (Stoiber et 
al., 2015). Donc, les ectosomes pourraient favoriser la NETose en stimulant la production de 
ROS lorsqu’ils sont phagocytés, en se liant aux récepteurs membranaires du neutrophile ou 
en fusionnant avec la membrane du neutrophile. Cependant, ce ne sont que des propositions 
de mécanismes, d’autres études plus approfondies sont nécessaires à l’identification du 
mécanisme impliqué dans la production de NETs chez les neutrophiles stimulés par des 






En conclusion, notre protocole d’identification et de purification des ectosomes 
neutrophiliques est facilement reproductible. Il nous permet d’identifier, d’obtenir et de 
compter une grande quantité de neutrophiles rapidement et simplement à l’aide 
d’équipements et de réactifs qui sont accessibles dans la plupart des laboratoires de 
recherche. 
  
 Différents stimuli (physiologiques ou non) augmentent la production d’ectosomes 
neutrophiliques, et les voies TAK1 et Src semblent impliquées. Le neutrophile est aussi 
affecté par les ectosomes qu’il produit. Les ectosomes neutrophiliques ont donc un effet 
paracrine ou autocrine. À forte dose, ils promeuvent l’apoptose, la NETose et inhibent la 
production d’IL-8. À faible concentration toutefois, ils protègent de l’apoptose, sans affecter 
les autres réponses. Une limite importante de notre étude est le fait qu’il n’existe pas 
d’inhibiteurs connus des ectosomes neutrophiliques, et qu’il n’y a pas de méthodes pour les 
retirer du milieu de culture au fur et à mesure qu’ils sont produits. Il nous est donc impossible 
d’empêcher la formation d’ectosomes pour observer plus en détail les effets de leur absence 
sur les réponses fonctionnelles du neutrophile.  
 
Notre étude est donc importante puisqu’elle montre pour la première fois que les 
ectosomes neutrophiliques ont un effet sur les réponses du neutrophile humain et qu’ils ont 
probablement un rôle important dans l’auto-régulation du neutrophile humain. Leur étude 
nous permet de mieux comprendre la régulation des réponses du neutrophile et ses divers 
rôles dans la réponse immunitaire. 
 
 Des expériences supplémentaires devront être faites pour observer les effets des 
ectosomes sur d’autres cytokines du neutrophile comme le MIP-1β (pro-inflammatoire) et le 
TGFβ (anti-inflammatoire). Ces effets sur les cytokines devront aussi être examinés par 
qPCR, afin de déterminer si les ectosomes affectent la transcription génique. De plus, il serait 
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intéressant d’étudier les effets des ectosomes neutrophiliques sur les voies de signalisation 
du neutrophile à l’aide de l’immunobuvardage de type Western. Cela donnerait 
probablement des indices importants qui permettraient de mieux comprendre l’interaction 
entre les ectosomes neutrophiliques et les neutrophiles humains. Il serait enfin intéressant de 
vérifier si les PLB-985 différenciés en neutrophiles peuvent produire des ectosomes et si 
leurs effets sont similaires à ceux provenant de cellules primaires.  
 
Dans une optique plus globale, les ectosomes neutrophiliques pourraient avoir 
plusieurs applications thérapeutiques. Leurs effets pro-apoptotiques et sur la production de 
cytokines pourrait être utile dans le traitement de maladies pro-inflammatoire où l’infiltration 
de neutrophiles est importante. Quelques études chez la souris ont démontré des effets 
positifs des ectosomes neutrophiliques pour la protection du cartilage dans l’arthrite et pour 
le traitement de la goutte (Headland et al., 2015; Cumpelik et al., 2016). Les ectosomes 
neutrophiliques peuvent aussi être utilisés comme vésicules de transport pour certains 
traitements. Une étude de Gao et al. a en effet démontré le piceatannol diminue plus 
efficacement l’inflammation pulmonaire chez la souris lorsqu’il est chargé dans les 
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